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EMPLOI DES LYSATS BACTERIOPHAGIQUES 
OBTENUS EN MILIEU NUTRITIF PAUVRE, 
POUR LA PREPARATION DES SERUMS ANTIPHAGES (°) 


par Pirrre NICOLLE et Paut DUCREST. 


(Institut Pasteur. Service du Bacltériophage.) 


Nous avons montré précédemment [4] que la lyse bactériopha- 
gique s’effectuait encore dans des milieux nutritifs pauvres, 
comme par exemple une solution de peptone vingt fois plus diluée 
que l’eau pepionée généralement employée en bactériologie. Nous 
nous sommes demandé si ces lysats, a priori peu toxiques du fait 
de leur faible teneur en peptone, ne conviendraient pas particu- 
liérement 4 la préparation des sérums antiphages. 

On sait que ces sérums sont d’un emploi courant dans les labo- 
ratoires ou |’on étudie la bactériophagie. Ils servent notamment 
4 Videntification et a la classification des phages nouvellement 
isolés. Mais leur préparation au moyen des lysats obtenus en 
milieux ordinaires est, du fait de la toxicité de ceux-ci, longue, 
délicate et souvent meurtriére pour les animaux. I] y avait donc 
intérét a mettre au point une technique plus simple, plus rapide 
et surtout présentant moins d’aléas. 

Du point de vue théorique, on pouvait se demander, de plus, si 
l’antigéne contenu dans un milieu aussi faiblement chargé en pro- 
téines, en acides aminés et en sels minéraux provoquerait, chez 
lanimal, une élaboration d’anticorps quantitativement comparable 
a celle qui est déclenchée par les injections de lysats préparés en 
milieux riches. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1947. 
Annales de l'institut Pasteur, t. 74, n° 2, 1948. 7 
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Accessoirement, la question se posait de savoir ce que devenait 
le pouvoir antigénique des bactériophages ainsi préparés, apres 
leur inactivation, soit par la chaleur, soit par le formol. Cer- 
tains auteurs (2, 3] affirment que les phages inactivés par la 
chaleur gardent leur pouvoir antigénique. D’autres [4] pensent 
que inactivation, provoquée tout au moins par un chauffage 
modéré (60-70° C), ne détruit pas l’antigénicité, mais ils admettent 
toutefois que celle-ci ne résiste pas a |’ébullition et a lautoclavage 
a 120°C. D’autres enfin [5] — et c’est opinion la plus admise 
aujourd’hui — sont d’avis que les antigénes phagiques dispa- 
raissent par le traitement d’une heure a 80° C. 

Notons que, pour certains [6, 7], l’inactivation produite dans 
certaines conditions de pH par une chaleur modérée est réversible. 

Pour le formol, les opinions sont unanimes. L’ inactivation 
obtenue avec des concentrations faibles est réversible [4, 5, 8, 9, 
40, 44, 12). R. Wahl [44] a méme précisé que l’inactivation et la 
réaclivation suivent une course sensiblement paralléle dans les 
lysats obtenus en milieux ordinaires et dans les lysats préparés 
en milieux synthétiques. On admet également que l’inactivation 
sous l’influence du formol ne prive pas les bactériophages de leur 
pouvoir antigénique [4, 5, 8, 410]. 

I] était done intéressant de chercher si ces faits restent exacts 
pour les bactériophages préparés en milieu nutritif pauvre. 


1° PREPARATION DES LYSATS DESTINES AUX INJECTIONS. 


a) Milieu de culture. Peptone (1) : 1,5 g. pour 1.000 cm’ d’eau 
bidistillée. Le pH est ramené a 7 par |’addition de NaOH (géné- 
ralement 0,75 cm* de NaOH N/10 suffisent), sans autre addition 
de sels minéraux. Le milieu est réparti dans des ballons de Kjel- 
dahl, 4 raison de 15 cm* par ballon de 20 em‘. 

b) L’ensemencement est effectué en introduisant dans chaque 
ballon 0,3 cm* d’une suspension, en eau bidistillée, de staphylo- 
coque T'wort contenant environ 800 millions de germes par centi- 
métre cube. (On emploie, pour faire cette suspension, une cullure 
de dix-huit heures sur gélose inclinée.) Les ballons sont placés 
dans un bain-marie agitateur, 4 37°C. Aprés deux heures trente, 
la culture, sans étre abondante, est déja appréciable. 

c) On ajoute alors le bactériophage Twort (IV gouttes d’une 
dilution 4 10—? en eau bidistillée, d’un bactériophage dont le titre 
varie assez peu autour de 2 x 10%, par ballon). La lyse survient 
géné¢ralement au bout de deux heures a deux heures trente. Elle 
est pratiquement totale. Le contenu des ballons est mélangé, titré 
et conservé a la glaciére. Le titre oblenu est sensiblement du 


(1) Peptone U. C. L. A. F. 
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méme ordre que celui qu’on observe chez les bactériophages pré- 
parés en milieux ordinaires ; mais il baisse rapidement. Ainsi un 
lysat, qui titrait 1,0 x 10° a la préparation, est tombé A 
2,7 x 10° en quarante-huit heures a la glaciére. Il est donc 
nécessaire d’utiliser les lysats le plus rapidement possible. 


2° PREPARATION DES ANIMAUX. 


Dans nos premiers essais, nous avons pratiqué plusieurs injec- 
tions a chaque lapin, a quelques jours d’intervalle. Dans une 
seconde série d’expériences, les lapins ont recu une dose unique 
et massive de lysat. Les injections ont été pratiquées, dans tous 
les cas mentionnés ici, par la voie péritonéale. 


3° TITRAGE DU POUVOIR NEUTRALISANT DU SERUM ANTIPHAGE,. 


Dans des tubes 4 hémolyse contenant IX gouttes (ou mieux, 
un multiple de IX) de bactériophage d’un titre amené par dilution 


Tastgau JI. — Premiére série : injections multiples de lysat (bacté 
Yriophage staphylococcique Twort) préparé en milieu peptoné 
dilué (1,5 g. de peptone pour 1.000 cm’). Un méme lysat est divisé 
en trois portions, lune est injectée sans traitement, la seconde 
est chauffée 4 70° C. La troisiéme est inactivée par le formol. 


ACTION NEUTRALISANTE 
INJECTIONS du sérum, en pourcentages 
de phage neutralisé 
intrapéritonéales par les dilutions suivantes 
de sérum 


NATURE 


du traitement Titre du lysat | 


subi par le lysat 


tp. 20 

1p. 100 

1 p. 500 

1 K 1,000 
1p. 2.000 


traitement 


centimétres cubes 
avant le 


au moment 
de l'injection 


4,7,40°| 4,7.40° 
8.107 | 8.107 
4.407 | 4.407 
Saignée. 100] 400} 100] 400) 93 


Non traité. 


40 | 4,7.10° 
Chauffé 30 minutes | 17] 20| 8.407 
Aw i2s 25] 35 | 4.107 
66| Saignée. 


Formolé 4] 40 | 4,7.10° 

I goutte de formol | 17} 20 | 8.107 

shia a 30 p. 100 25 duo, 4407 
pour 10 cm* de lysat).| 66 | Saignée. 100] 100} 100) 400) 100) 95 
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Tasteau Il. — Deuxiéme série : une unique injection massive de 
lysat de bactériophage staphylococcique Twort, préparé en mi- 
lieu peptoné dilué. 


Ds =m | 


‘2 
Vs. 5> POUVOIR NEUTRALISANT DU SERUM 
a 2S a vis-a-vis du bactériophage 
aS z3 ee staphylococcique Twort j 
oo & = se) Pourcentages de neutralisation du bactério- 
uo = © O23 phage par les dilutions suivantes de sérum 
LAPINS Fe RS | eh 
ag HE BBB pair pet ats > See SNe 
5a ince | arc ’ i ; a rt < 
es RS ke Px = rH row Aa 
Zz = ~~ “ — al 
445 0 0 0 0 0 0 0 
5 | 100 a0 96 72 |n.p. (1)] n.p. 
3 ; 10 | 100 1,6] n Nel eps), QP 
D418 Non traité. 15 | 1400 | 100 88.5 8 ae n. p. 
(neuf) a titre. 24 | 100 | 100 99,7| 94 78 | n.p. 
2,7.40*), 28 | 100 | 100 | 100 98,8} 85 | np. 
34 | 100 100 OO. Ute 9G. eletlcPanl eps 
89 | 100 100 400 88,2] n.p. | D.p. 
400 | Lelapin meurt d’une infection intercurrente. 
145 0 86,4} 80,8 
Pe. 5 | 400 98,8) ‘95a 88 tnop.ti) Dap. 
sia eats 10 | 100 | 100° | 96,7] 90:2] n.p. | mp. 
D419 (titre 5 | 100 100 100 98,5; 90 | n.p. 
(neuf) pees 24 | 100 400 400 400 98,5] 88 
formol : 28 | 100 400 4100 400 9957) (96,7 
2,7.408) 34 | 100 100 100 400 100 98,2 
aa : 89 | 100 100 100 100 100 97,2 
447 | 100 100 100 100 100 95 
150 0 30 Piarp: 0 0 0 0 
D13 3 25 n p. 0 0 0 0 
(a recu Formolé. 7 | 400 | 400 | 100 S41— int p. 0 
antérieurement (2) 42 | 100 | 408 | 400 98 72 29 
plusieurs (titre 21 | 100 | 400 97 74 45 | np. 
injections avant 30 | 400 | 400 | 400 96 i nep inp, 
de lysat formol : 45 | 100 | 400 98 18 | n.p. | np. 
chauffé, 4,8.10°). 64 | 160 | 100 99 902°} np. | apt 
v. tableau 1). 119 | 400 100 £m my 815 mb $a «og gh « 
1717 | 100 100 95 94 sp. 4 Reps 


(1) n.p., neutralisation partielle inférieure a 50 p. 100. 


(2) Méme dose que pour le lapin D14 du tableau I, c’est-a-dire I goutte de formol a 
30 p. 100 pour 10 cm de lysat. 


a un titre voisin de 1 x 10*, on introduit I goutte (ou le mul- 
tiple choisi) de sérum ou d’une dilution de sérum, de maniére a 
obtenir finalement une échelle de dilutions de sérum allant de 
1 p. 10 4 1 p. 5.000. Une échelle témoin est préparée paralléle- 
ment avec du sérum de lapin normal. Les tubes sont placés 
pendant vingt-quatre heures a 37°C. Le titrage s’effectue sui- 
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vant la méthode classique, qui consiste, étant donné une dilution 
de bactériophage fournissant un nombre déterminé de plages 
(environ 1.000), a chercher le pourcentage de phage neutralisé 
pour chaque dilution de sérum. 


4° R&suxtats. 


Les résultats sont rapportés dans les deux tableaux ci-joints. 


5° CoNncLusIONS. 


a) Les lysats préparés avec le milieu peptoné dilué (1,5 g. de 
peptone pour 1.000 cm* d’eau bidistillée), dans le cas du bactério- 
phage staphylococcique Twort agissant sur le staphylocoque 
blanc Twort, sont d’excellents antigénes pour la préparation des 
sérums antiphages. 

b) Ils sont mieux tolérés que les lysats obtenus avec les milieux 
ordinaires. Ils peuvent étre injectés 4 dose massive et en une seule 
fois, ce qui constitue un gain de temps important et une simplifi- 
cation notable dans les manipulations. 

c) Les anticorps neutralisants vis-a-vis du bactériophage appa- 
raissent trés rapidement (moins de cing jours) dans le sérum des 
lapins. Au vingtiéme jour, leur taux a presque atteint son degré 
le plus élevé. Ils semblent persister longtemps dans le sang cir- 
culant. 

d) Les lysats, chauffés 4 70°C pendant trente minutes, ont 
perdu presque tout leur pouvoir antigénique. 

e) Les lysats inactivés par le formol, au contraire, ont gardé un 
pouvoir antigénique au moins égal a celui des lysats frais. 

f) Certains lapins neufs présentent, vis-a-vis du bactériophage 
staphylococcique Twort, un taux d’anticorps neutralisants déja 
notable. . 

Ces résultats préliminaires mettent clairement en évidence 
Yintérét des lysats bactériophagiques préparés avec les milieux 
pauvres. Ils nous ont incités a entreprendre de nouvelles 
recherches sur lesquelles nous reviendrons prochainement. 
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LA 2-METHYL-4-AMINO-5-AMINO-METHYL-PYRIMIDINE 
FACTEUR DE CROISSANCE; 
POUR LES FORMES S ET R D'UNE SOUCHE 
DE BACILLES PARATUBERCULEUX 


par A. LUTZ (*). 


Au cours de |’étude entreprise sur la croissance des bacilles para- 
tuberculeux, de leur pouvoir de synthése vitaminique et de leurs 
exigences nutritives, nous avons pu constater qu’un grand nombre 
d’entre eux poussaient facilement sur des milieux synthétiques 
divers (Sauton, Long, Hendey, etc.) plus ou moins tamponnés. 
Ils synthétiscnt l’aneurine. Siinderlin et Werkmann avaient déja 
montré que les bacilles du. smegma, de Timothée, de Meeller 
étaient autotrophes pour cette vitamine. Les dosages effectués 
sur les filtrats de cultures (Agées de vingt et un jours) de certains 
@entre eux sur milieu de Sauton (50 cm*) par la méthode de 
Schopfer a l’aide du test Phycomyces, nous ont donné les résul- 
tats suivants : 


Tasieav I. 
POIDS SEC] . veupine |ANEURINE RAPPORT 
BACILLES PARATUBERCULEUX seniors en pe. “aIREL ANKURINE EN 8. 
ent mgs (GP et ce total POIDS SEC EN MG. 
3 js 9,6 
(AICS Cs ec cai acre a 240 0,24 9,6 5ig = 0708 
f 9 
ParICR (Ok Ro Bs & a fh vets 450 0,29 9 zap = 9? 
;. 8,4 
.- ( . 3 — — 
Snead) ie ee eee eee 360 ) 8,1 ce 0,025 
9,6 
Grassberger, variété blanche. 355 0,24 9,6 Le 0,032 
9,3 
IMGelleIeiaatet «sete aks Lar oe. 502 0,34 9,3 oe TLE 
OVe 


(1) A. ANDREJEW, ces Annales, 1946, 72, 611. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 Décembre 1947. 
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Nous avons rapporté au cours d’études antérieures le cas des 
bacilles paratuberculeux de Pellegrini [2], de Boquet (B1) [2] et 
d’un bacille isolé d’une acné comédonienne [8], qui nécessitent 
comme facteur de croissance exogéne la pyrimidine (de |’aneu- 
rine). L’étude systématique d’autres bacilles paratuberculeux 
nous a amené a examiner la croissance de l’un d’entre eux 
isolé a l'Institut de Bactériologie de Lausanne, a partir de sable 
de route et étudié par Sansonnens [4]. Ces bacilles sont acido- 
alcoolo-résistants et sont pour la plupart sous forme de petits 
batonnets trapus. Il y a quelques formes coccoides. L’addition 
des divers facteurs du complexe vitaminique B nous a permis 
d’observer une action trés nette de l’aneurine sur la croissance 
bacillaire. L’adjonction au milieu de Sauton de doses croissantes 
d’aneurine nous a permis d’obtenir un voile d’aspect lisse et de 
couleur ocre jaune. I] y a un léger dépdt au fond des ballons. 
Le milieu est clair. I] s’agit de la forme lisse de ces bacilles. 

En partant du voile lisse et aprés plusieurs repiquages, sur 
milieu synthétique, lors d’une série d’expériences destinées a 
étudier l’action comparée de |’aneurine et de Ja pyrimidine mettant 
en évidence que seule la pyrimidine était responsable de l’eflet 
constaté, nous avons observé une dissociation avec transformation 
de Ja forme S (Smooth) en forme R (Rough). La forme R est 
constiluce par des bacilles acido-alcoolo-résistants en forme de 
batonnets plus ou moins longs et gréles dont certains présentent 
des granulations. Aprés addition de pyrimidine ce type pousse 
sur milieu de Sauton sous forme d’un voile plissé, grimpant le 
long de la paroi et qui s’épaissil au fur et A mesure que les taux 
du facteur de croissance précité ajoulés augmentent. La couleur 
du voile passe de la teinte créme a l’ocre jaune. I] n’y a pas de 
dépot au fond du ballon. Le milieu est clair. 

Ce travail a pour but l'étude comparée de l’action de la 
2-méthyl-4-amino-5-amino-méthyl-pyrimidine sur les types S et R 


I. — AcTION COMPAREE DE L’ANEURINE ET DE SES CONSTITUANTS 
SUR LES ForMES S er R. 


La méthode suivie a été décrite dans nos communications pré- 
cédentes [2, 3]. 


_a) Forme S : Voici les résultats trouvés pour la forme S aprés 
six semaines de croissance a |’étuve a 37° (v. tableau II). 


b) Forme R_: Aprés quatre semaines de croissance a |’étuve 
a 37° (v. tableau III). 


Transcrivons les résultats de ces deux tableaux sur un gra- 
phique (v. graphique 1). : 
L’examen de ce graphique nous montre que 
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a) Seule la pyrimidine est responsable de |’effet observé dans 
les deux cas. Le thiazol est sans effet. Le rendement de la 


TaBLeAu II. 


pour 50 cm® DE MILIEU 


Pyrimidine (P) en ye. : 
Poids sec des bacilles en mg. 


Thiazol (Th) en vg : 
Poids sec des bacilles en mg. 


Poids sec des bacilles en mg. 


Aneurine (A) en pg. 
Poids sec des bacilles en mg. 


TABLEAU III. 


Pour 50 CM® DE MILIEU 


Pyrimidine (P) en ug. Shee 0,06 4) 0,34 2} 0,62.) 4,20.) 3,7 6,2 | 12,5 
Poids sec des bacilles en m Bal » ol 6 50 140 490 569 505 476 
Thiazol (T) en pug. mat ef 0,04 | 0,24 | 0,42 | 0,84 } 2,4 4,2 8,4 
Poids sec des bacilles en mg. -- — _ — _— 4 2 2 

PR CTIER eh apis rowteiniysi ats _ 0,06 | 0,34.) 0,62 | 1,25 3 4 6,2 12,5 
ae + += ae Se te an 

Ph Megrad. PALES Peay. 0,04 | 0,21 | 0,42 | 0,84 |] 2,4 | 4,2 | 8,4 
Poids sec des bacillesenmg.| 4 44 448" 7246" | 543° $596 | 540 532 
Aneurine (A) en vg. ne ee OF ss 4 2 8 10 | 2% 

Poids sec des bacilles en mg. 4 41 43 90 470 | 538 590 490 


récolte bacillaire est plus élevé pour la forme R. L’action est 
plus rapide sur la forme R que sur la forme 5. 
b) Pour la forme R, on voit par intrapolation qu’il y a un 


maximum d’action entre 1,25 pg et 3,1 pg de pyrimidine. L’aneu- 
rine et la pyrimidine n’agissent pas a taux équimoléculaire en pyri- 
midine active. Le composant pyrimidinique agit a taux inférieurs 
pour un effet optimum. 

c) Pour la forme S, on voit par intrapolation que, comme dans le 
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|sstane ee ceeene cones aennee 


BACILLES (P0108 séc EN ing.) 


Se eee 


Ost 2 5 10 ANCURINE 29 
0,31 062 125 * 31 62 PYRIMIDINE 12,8 


Grapntque 4, 


cas précédent, le composant pyrimidinique produit son effet 
maximum pour un taux inférieur a celui de |’aneurine (en pyri- 
midine active). 


II. — AcTIoN COMPAREE 
DE LA 2-METHYL-4 AMINO-D AMINO-METHYL-PYRIMIDINE 
SUR LES FORMES S ET R EN FONCTION DU TEMPS. 


Nous avons suivi ]’action de la pyrimidine en fonction du temps 
pour divers taux ajoutés au milieu pour les formes S et R. 
a) Forme S: 


TaBLEAu LV. 


aa PYRIMIDINE EN pG. POUR 50 cM® DE MILIEU 


(jours) 


Ensemencement (1) : 
th apres?) 
28 aprés. . 


3b apres 2:5) if 
42 apres... 
£0 apres .. & + ss 
56 aprés. . 


— 
@eoec-1Iv lo 


(1) Poids sec des bacilles en milligrammes. 
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b) Forme R : 
TABLEAU V. 


PYRIMIDINE EN wG. POUR 50 CM*® DE MILIEU 


TEMPS 


(jours) 


Ensemencement : 


10-aprés=—~ 
45 apres. . 
21 aprés. . 
28 aprés. . 
30 aprés. . 
35 aprés. . 


Reportons les chiffres obtenus dans les deux tableaux précé- 
dents sur un graphique tridimensionnel (v. graphique 2). 

L’examen de ce graphique nous permet de constater les faits 
suivants : 

1° En fonction des taux croissants de pyrimidine 

a) Il y a un développement optimum : 


DMGEY DCSE ses se 8 3 Se pour 10 wg. de pyrimidine, 
Dar-type Wi. cio Ss 3b ies pour 2,5 pg. de pyrimidine. 


b) « Le coefficient économique d’activité » est de 


aan °° = 29.000 pour le type S. 
— = 200.000 pour le type R. 


Voici comment on peut placer ces quotients par rapport a ceux 
d’autres micro-organismes : 


LOTITO cee alee 2, Rw oh nr ae ls eo. Saori 29.000 
BacitleedOspOUle PAT) ck: ap tan seecuece ine horas Sess hdek 70.000 
Bacille paratuberculeux d'origine acnéenne. . . . 470.000 
Rooter (SCHOPIer) 2. ss eget 2s 2a es 150.000-200.000 
HOT LC een ae gehts Ee seta Ue. Ne Ais, § 200.000 
BacilesdesBoquet (BAlimets Ges .cke. Ge. Lares: 400.000 


2° En fonction du temps 

a) Le temps de latence dure environ deux a trois semaines pour 
la forme S, alors qu’il n’est que de dix jours pour la forme R. 

b) La croissance est plus rapide et plus importante quantita- 
tivement pour la forme R durant la phase exponentielle. 

c) On note un maximum de développement aprés six semaines 
pour la forme S et aprés quatre semaines pour la forme R. 
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En mg. 


tN 
Pi x 
ee 
4K nant 
twin 
4 Pi 
/ i i 
Prem en Leede 
‘ ' 
' . 
; ’ 
: oe 
4 1 ve 
A ad 
he sla 


et ee 


Seek 
re 


io) 
PYRIMIDINE £V ‘G 


an cee 


+ 


3B 302 


si ah 40 1 
TEMPS EN JOURS 
GRAPHIOQUE 2, 
IT. — Sptcreiciré pe x’ acrion 


DE LA 2-METHYL~4-AMINO-D-AMINO-METHYL-PYRIMIDINE 
SUR LES FORMES §S er R, 


L’étude de l’action de plusieurs p 
la 2-4-dioxypyrimidine 
pyrimidine étaient s 


yrimidines nous a montré que 
S et R. 


(Uracile) et la 2-méthyl-4-oxy-6-amino- 
ans action sur la croissance des formes 


Nous rapportons ici |’action comparée de la pyri- 


. 


ty wee ee ee Eee ee eae A 
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midine (de l’aneurine) [P I] et de la 2-méthyl-4-amino-5-thioformyl- 
amino-méthyl-pyrimidine (P II). 


TaBLeau VI. 


FORME $ FORME R 


PYRIMIDINES EN uG. 
pour 50 cm$ 
de milieu 


L’examen de ce tableau nous montre que la spécificité est rela- 
tivement assez marquée pour la souche R et la souche S. On 
retrouve le fait que la position en -4- du groupement NH, est 
indispensable. 

L’action du thiochrome nous a donné les résultats suivants : 


TasLeau VII. 


THIOCHROME EN uG. 


Poids sec en mg. : 


Forme S 
Forme R 


Ce tableau nous montre que le thiochrome est une mauvaise 
source de pyrimidine pour la forme S et pour la forme R. 

L’addition des autres constituants du complexe vitaminique B, 
A savoir : lactoflavine, acide nicotinique, nicotinamide, acide pan- 
tothénique, acide p-aminobenzoique, biotine, adermine, acide 
folique ne nous a pas permis de mettre en évidence une action 
favorisante sur la croissance de la forme S quand on les a 
employés seuls ou en combinaison avec la pyrimidine. 


CONCLUSION. 


Les formes R et S_ synthétisant le 4-méthyl-5-(g-oxyéthyl)- 
thiazol en quantités suffisantes ont perdu le pouvoir de synthétiser 
la pyrimidine spécifique de l’aneurine. Le « coefficient écono- 
mique d’activité » de la pyrimidine pour le type R est supérieur 
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a celui obtenu pour le type S. L’étude des deux formes dissociées 
de ce bacille paratuberculeux, représentant un stade intermé- 
diaire de l’évolution de ]’hétérotrophie, conduisant finalement a 
une perte compléte en ce qui concerne l’aneurine, est une 
nouvelle preuve du principe de |’indépendance systématique de 
Vhétérotrophie fractionnée. 

Il est intéressant de constater que comme pour les bacilles 
paratuberculeux éludiés précédemment (2, 3), la perte de pouvoir 
de synthése affecte une partie constituante de la molécule d’aneu- 
rine et en particulier la partie pyrimidinique. 

Nous remercions M. le professeur Hlauduroy qui a bien voulu 
nous permettre d’étudier cetle souche appartenant 4 sa collection 
personnelle. 

Les produits biochimiques ont été aimablement mis a notre 
disposition par les Etablissements Scientifiques Hoffmann-La- 
toche (Bale). 

Travail effectué partiellement au Laboratoire de Bactériologie 
de la Faculté de Médecine de Lausanne (Directeur : Professeur 
P. Hauduroy), subventionné par le Fonds d’Etudes Roche (Bale) 
et terminé a I|’Institut Pasteur de Paris. (Laboratoires de la 
Tuberculose.) 
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SURINFECTION EXPERIMENTALE 
DE SUSPENSIONS PURES DE VIRUS VACCINAL : 
ACTION ELECTIVE DU BORATE DE PHENYL-MERCURE 
iSUR LES BACTERIES SAPROPHYTES 


par Jonn WIRTH et Pascu ATHANASIU. 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 


Les techniques modernes de cultures tissulaires permettent le 
titrage in vitro des suspensions de virus filtrants. 

Les travaux les plus concluants dans ce domaine sont dus a 
Huang et a ses collaborateurs [4, 2, 3], qui ont travaillé avec des 
virus encéphalitogénes. D’autres chercheurs ont montré que les 
cultures tissulaires constituent un matériel particuliérement sen- 
sible 4 l’action des virus. Des suspensions virulentes sans action 
appréciable sur l’animal de laboratoire provoquent déja des alté- 
rations pathognomoniques sur des cultures [4, 5, 6, 7, 8]. L’utilité 
de ce procédé de titrage provient de son économie en matériel et 
surtout des possibilités qu’il offre de travailler en campagne, loin 
de tout centre possédant des animaux de laboratoire [8]. Les 
milieux tissulaires peuvent étre conservés de trois 4 douze mois 
dans un état de vie latente [8, 9], ce qui facilite encore les trans- 
ports et le dépistage en campagne de zones présentant des virus. 

Si la méthode des titrages sur cultures tissulaires n’est pas 
plus répandue, cela tient vraisemblablement a certaines difficultés 
qui paraissent devoir étre bientot surmontées. 

D’une part, la technique classique de Carrel, avec son milieu 
plasmatique, ne convient pas aux titrages et aux colorations en 
série, aux cultures épithéliales. D’autre part, les échantillons 
renfermant des virus sont souvent lourdement contaminés. de 
bactériés saprophytes, ce qui ne géne pas le titrage sur animaux 
de laboratoire, mais constitue un inconvénient majeur lorsqu’on 
a affaire a des cultures cellulaires. 

Les techniques modernes de cultures tissulaires (1, 8, 9, 40], 
évitent l'emploi du plasma, ce qui rend le traitement des cultures 
beaucoup plus facile. 

Certaines manipulations permettent de séparer les virus des 
contaminations bactériennes. Entre autres, l’adjonction de désin- 
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fectants & action élective sur les bactéries a permis 4 certains 
auteurs d’obtenir des résultats intéressants. Hammon et 
Reeves [44], en particulier, ont souligné l’intérét du borate de 
phényl-mercure dans leurs études sur le virus encéphalitogéne. 
La virulence de ces virus ne semble étre aucunement diminuée 
par une concentration de 1/50.000 de ce désinfectant mercuriel, 
concentration qui est amplement suffisante pour éviter toute 
contamination bactérienne. 

L’effet du borate de phényl-mercure a été étudié sur les cultures 
de fibroblastes [42], de cellules épithéliales et de macrophages [43]. 
Le produit est remarquablement bien toléré par les cellules tissu- 
laires. Il existe une marge utilisable entre les concentrations 
toxiques pour les tissus et les concentrations bactéricides pour 
un méme milieu. 

Le fort pouvoir bactéricide du borate de phényl-mercure, sa 
toxicité relativement moins forte pour les tissus et son innocuité 
pour les virus encéphalitogénes rendent intéressantes des études 
plus détaillées de ce produit. Nous avons examiné son action sur 
des suspensions pures de virus vaccinal expérimentalement infec- 
tées avec des cultures bactériennes. 


ExpiRIENCES. 


Premiére_ série. 


A des mélanges a parties égales d’une suspension pure de virus 
vaccinal et d’une culture de staphylocoques blancs (origine : 
souris, bouillon de vingt-quatre heures au 1/10) ont été ajoutées 
des quantités de borate de phényl-mercure telles que pour une 
méme quantité de virus et de staphylocoques, les dilutions du 
désinfectant soient de 1/40.000, 1/100.000, 1/200.000, 1/400.000, 
1/800.000, 1/1.200.000 et 1/1.600.000. Les sept tubes ainsi qu’un 
lube témoin (virus et staphylocoques sans borate de phényl- 
mercure) ont été placés a |’étuve pendant quatorze heures. Un 
autre tube témoin est resté pendant ce temps A la glaciére. 


Deuxiéme série. 


Une série paralléle, identique 4 la premiére mais surinfectée 
avec une dilution au 1/10 d’un échantillon d’expectoration d’un 
tuberculeux avec une flore saprophyte trés riche, a également été 
mise a |’étuve. 

R&suLtats. 


iN Action du borate de phényl-mercure sur le staphylocoque 
blanc. — L’inhibition de ce germe par le sel mercuriel a été 


ee 
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totale jusqu’a la plus forte dilution utilisée (vérification sur gélose- 
bouillon dans des boites de Petri). Il est intéressant de constater 
que dans les tubes témoins une différence marquée existait entre 


TEMOIN: 


MEMES 
d : 
Oa ee CONCENTRATIONS 
. ue 
colonies +++ <a QUE BANS LA 
3 COLONNE 
& DE GAUCHE 


Inhibition totale 


Ri Mei totale 


Inhibition totale 


anactif 


I / 100.000 
Inhibition totale 


I / 200.000 
Inhibition totale 


TEMOIN: 


Borate de 
phényl-nercure 
_I / 40.000 
Inhibition totale 


inactif 


inactif 


elorerelerenelereror 


rae) o\Résultat conperable 
O83 y maintenu & la ~ a celui obtenu 
ans glaciére: colonies avec les 
fey moins nomnbreuses expectorations 


CONTACT DE 14 H, ,PUIS ENSEMENCEVENT SUR GELOSE 


OBS 


done plus développées. 


| EXPECTORATIONS ET BORATE Di PHENYL-Hg- + CONTACT DE 14 H., PUIS ENSHMENCEMENT SUR GELOSE 


u 
Borate de rn 
a 
phényl-nercure . ZY ae ina 
“4 
& E400 pes |. 6 Inhibition totale 
I colonie soars eo = 
a | 
@)7|* 
I / 800.000 a a 35) 
Un champignon @ «| 3 Inhibition totale 
7 
Ol 8] 8 
SQ a 
Is i= 
I / 1.200.000 | fa 
I colonie déformée 2 Inhibition totale 
Q oO 
Bea 8 
Ay Ot 
mas fe 
ty 3,600,000, 
: = 
GERUES ioe Inhibition totale 
| SAPROPHYTES * 


celui placé a l’étuve et l’autre maintenu a la glaciére ; une proli- 
fération intense avait eu lieu pendant les quatorze heures de 
séjour a l’étuve avec comme résultat des colonies microscopiques 
mais innombrables sur la gélose de la boite de Petri. Dans le 
tube maintenu a la glaciére, la richesse initiale en staphylocoques 
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s’était maintenue ; les colonies sur gélose ont done été beaucoup 
moins nombreuses, par contre incomparablement plus déve- 
loppées. A 

2° Action du sel mercuriel sur les germes saprophytes contenus 
dans l’ expectoration. — L’effet a été comparable & celui observé 
dans la série précédente, cependant dans les dilutions les plus 
fortes, une colonie de champignons s’est développée ainsi que 
trois colonies de cocci indéterminés, colonies a aspect macrosco- 
pique fortement altéré par l’action du désinfectant. 

3° Action du sel mercuriel sur le virus vaccinal. — Certaines 
dilutions contenant le virus, le désinfectant et les germes prove- 
nant de l’expectoralion ont été titrées sur lapins avec les résul- 
tats suivants: les tubes témoins (sans désinfectant) ont donné 
une forte réaction caractéristique 4 l’état pur et dilué au 1/10 et 
au 1/100. Le tube avec le borate de phényl-mercure au 1/40.000 
n’a donné aucun résultat sur le lapin. Le tube avec le désinfectant 
au 1/400.000 n’a donné une réaction légére qu’aé l’état pur, enfin 
l’échantillon renfermant le sel mercuriel a une concentration de 
1/800.000 a provoqué la réaction caractéristique a |’état pur et 
dilué au 1/10. 


Discussion. 


I] existe une marge utilisable (entre la concentration de 1/400.000 
et celle de 1/800.000) ot l’action du borate de phényl-mercure est 
appréciable sur le virus, mais non totalement virulicide. Ces con- 
centrations sont, par contre, totalement bactéricides. — 

Ces résultats préliminaires permettent de prévoir une action 
trés faible de ce désinfectant sur le virus vaccinal aux dilutions 
situées entre le 1/800.000 et le 1/1.600.000. Ces dilutions sont 
encore entiérement bactéricides sur le staphylocoque blanc utilisé 
et pratiquement entiérement bactéricides sur les germes sapro- 
phytes des expectorations. 

Ces taux en borate de phényl-mercure sont trés bien tolérés 
par les cultures tissulaires, ce qui Iaisse entrevoir la possibilité 
dutiliser ce produit lors du titrage de suspensions virulentes 
contaminées sur des cultures tissulaires. 


CONCLUSION. 


Le borate de phényl-mercure exerce une action nocive nette 
sur le virus vaecinal. Son action bactéricide est beaucoup plus 
marquée sur les staphylocoques blancs et les germes saprophytes 
provenant d’expectorations, Cette dilfférence d’action peut uti- 


lement étre mise 4 profit pour l’isolement des virus en cultures tis- 
sulaires, 
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ETUDE QUANTITATIVE DU BACTERIOPHAGE DE LA MER 


par A. GUELIN (’). 


(Institut Pasteur, Service du bactériophage et Station Biologique 
de Roscoff.) 


La présence des bactériophages du groupe coli-typhique-dysen- 
térique dans l’eau de mer a été signalée par plusieurs auteurs : 
Hauduroy (1923), Fernand Sempé et Chavanne (1925), d’Hérelle 
(1926), Arloing et Sempé (1926), Fejgin (1926), Fortunato (1928), 


Nyberg (1931), Gildemeister et Watanabe (1931), Gee (1932) et — 


Tecce [1939] (1). 

Arloing et Sempé ont obtenu des résultats négatifs dans la 
recherche des bactériophages a partir des échantillons prélevés 
trois mois auparavant dans la Mer Rouge et l’Océan Indien. 
Néanmoins, ils ont constalé sa présence dans le port du Havre. 
Seul, Davis (1983) n’a pas trouvé de bactériophage dans l’eau de 
mer, méme aprés les baignades. 

Jusqu’ici, étude des bactériophages dans l’eau de mer a été 
abordée exclusivement au point de vue qualitatif. Nyberg, en 
1931 (2), a entrepris des recherches quantitatives des bactério- 
phages dans les ports d’Helsinki, mais la méthode qu’il a appli- 
quée (titrage du bactériophage aprés enrichissement) ne permet 
pas de tirer de conclusions. 

Nous avons pensé que l’étude quantitative du bactériophage 
de l'eau de mer pouvait apporler des faits nouveaux et nous per- 
mettrait d’aufre part, de vérifier et de confirmer nos recherches 
précédentes sur le rapport entre la quantité de bactériophage dans 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 Décembre 1947. 
(1) Haupuroy, Bull. Inst. Océanogr., Monaco, 1923, n° 433, 1. — 
F, Semp& et Cuavanne, Bull. Acad. Med., 1925, 93, 184. — p’Hérexte, 


Le bactériophage et son comportement, Masson, 1926, 393. — Arnorne 
et Sempk, C. R. Soc. Biol., 1926, 94, 191. — Frsain, Bull. Inst. Océanogr., 
Monaco, 1926, n° 484, 1. — Forrunato, Centralbl. Ges. Hyg., 1928, 775 


ou Centralbl. Bakt. Ref., I, 1929, 92, 383. — Nysera, Centralbl. Bakt. 
Orig., I, 1931, 122, 270. — Giupemerster et Waranase, Centralbl. Bakt.. 
1931, 422, 556. — Grr, Cité d’aprés Zo Ben, Marine Microbiology, 
U. S. A, 1946. — Trccr, Riforma Med., 1938, n° 13; Centralbl. Bakt. 
Ref., 1939, 133, 237. — Davis, Cité d’aprés Zo Betn, Marine Microbio- 
logy. U.S.A., 1946. 

(2) Nypenc, Centralbl. Bakt. Orig., I, 1981, 422, 270. 
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Veau et le degré de pollution de cette eau (3). C’est pourquoi, 
au mois de Juin dernier, nous avons effectué une série d’études 
des bactériophages du groupe coli-typhique-dysentérique, dans 
un port de l’Océan Atlantique. 

Pour les recherches quantitatives du bactériophage, nous avons 
employé notre méthode habituelle, qui consiste a définir la quan- 
tuté minima d’eau, contenant du bactériophage décelable sur notre 
souche standard B. Coli 36 (de F. M. Burnet). 

Méthode. — 1° L’eau prélevée est mélangée a parties égales 
avec de l’eau peptonée (peptone séche 60 g., NaCl 6 g., eau 
1,000 cm*; précipitation a 120°; filtration; pH = 7,5 ; stérilisation). 

2° Ce mélange est distribué dans une série de tubes a raison de 
40, 20, 10 et 2 cm’, ce qui correspondra a 20, 10, 5 et 1 cm? d’eau 
a étudier. Dans les cas d’eau trés polluée, on opére avec les 
dilutions a 10', 10, etc. 

3° Tous les tubes sont ensemencés avec une suspension trés 
jeune du Bacterium Coli 36. La suspension préparée est assez 
concentrée pour présenter, aprés l’ensemencement, 1.10* bactéries 
par cm*. Cet ensemencement abondant est indispensable pour que 
le départ de la culture ne soit pas devancé par le développement 
des bactéries de l’eau. 

4° Les tubes sont portés a l’étuve pendant quatre heures. Ce 
court séjour a4 l’étuve est largement suffisant pour le développe- 
ment du bactériophage et ne permettra pas la sporulation de 
certaines bactéries de l’eau; car la présence des spores serait 
trés génante pendant |’épreuve du bactériophage sur les plaques. 

5° Aprés quatre heures d’étuve, la culture est chauffée au 
bain-marie a 56° C, pendant une demi-heure. Le chauffage élimine 
les bactéries devenues résistantes au bactériophage, ainsi que les 
bactéries de l’eau qui peuvent se développer pendant le court 
séjour de culture a l’étuve. La température de 56° C est suffisante 
pour la stérilisation des cultures en l’absence de spores et n’offre 
pas de danger pour le bactériophage aprés son enrichissement ; les 
phages résistent en général trés bien a cette température, surtout 
dans un milieu tel que l’eau peptonée. En admettant méme qu’une 
partie des phages soit détruite a 56°, il en restera toujours suffi- 
samment pour le déceler par la méthode de la goutte non étalée. 

6° La culture est éprouvée en présence de Bacterium coli 36, 
sur une plaque de gélose a 1,5 % (0,01 cm* de culture a partir 
de chaque tube, sans étalement). 

Si 20 cm® ont été nécessaires pour déceler le bactériophage, 
nous exprimerons ce résultat par le chiffre 1; sil a fallu 10 cm‘%, 
par 2; 5 cm’, par 4; 1 cm’, par 20; 0,1 cm’, par 200, etc. 

La quantité maxima d’eau prise dans nos recherches est toujours 


(8) Gutuin et Le Bris, ces Annales, 1947, 73, 508. 
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20 cm*. Il est évident qu’un résullat négatif dans 20 cem® n’est 
pas une preuve de l’absence totale du bactériophage dans cette 
eau, mais il indique au moins sa rareté. ws 
Nous avons poursuivi les recherches quantitatives du bactério- 
phage dans les différents points du vieux port de Roscoff (Finis- 
tere), afin de pouvoir comparer la contenance en bactériophage 
de ces eaux, par rapport & leur état sanitaire. Pour se rendre 
compte de la situation des points de pélévements, nous repro- 
duisons ici le schéma du vieux port, sur lequel les différents 
points sont indiqués par des lettres (fig. 1). Les maisons d’habita- 
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tion sont concentrées aux abords immédiats du vieux port (1) 
qui est plus animé que le nouveau(II). Entre le phare (L) et la 
digue qui sépare les deux ports, une étroite plage de galets voi- 
sine avec la vase noiratre qui couvre le fond de la baie. L’espace 
limité par les points I, G, H est, du point de vue sanitaire, 
nettement inféricur aux autres endroits du port. En face du phare, 
la mer regoil un cours d’eau qui passe préalablement par la 
ville de Roscoff. Le point M représente une partie rocheuse 
qui est la plus déserte du port. Le point N est une petite plage 
sablonneuse et propre. 

Dés les premiéres recherches, nous avons pu constater que le 
bactériophage du groupe coli-typhique-dysentérique est, en général, 
absent au large du port, mais trés fréquent A proximilé des cétes. 
I] se rencontre ici en quantités considérables, qui varient suivant 
l’élat sanitaire des points de prélévement. Ainsi, les lieux pollués 
par les habitals proches, par les baignades, etc., fournissent une 
eau plus riche en bactériophage (tableau 1). 

Nous nous sommes demandé a quelle distance de Ja cdte on 
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TaBLEau I. 


LIEU DU PRELEVEMENT 


(marée haute depuis deux heures) 


LETTRES 
correspondant 
au schéma 
TENEUR 
de l’eau en 
bactériophage 


Point terminal de la premiére digue 

Point terminal de la deuxiéme digue 

Point terminal de la troisiéme digue 

Escalier de la deuxiéme digue (barques des pécheurs, net- 


toyage du poisson)... 
Escalier de la troisiéme dig 
toyage du poisson) 
Petite plage de galets. Mauvais état sanitaire 
Départ d’une petite digue pour la descente des barques. . . 
Point terminal de la méme petite digue 
— phare. Passage d’un cours d’eau qui descend de la 
ville 
Partie rocheuse, la plus déserte du port (algues) 


4 B +4: avant les baignades. . . 0 
Plage sableuse; bon état sanitaire pendant les baignades “l90.000 


‘2 rare m7 voeP> 


Z 


peut encore constater la présence des bactériophages du groupe 
intestinal. Cette fois, les prélévements ont été faits en barque a 
différentes distances de la digue. Nous avons constaté qu’entre 
10 et 20 métres environ, le bactériophage a déja complétement 
disparu (tableau II). 


TaBLeAv II. 


LIEUX DES PRELEVEMENTS TENEUR : 
(deux heures avant la marée haute)* en bactériophage 


Escalier de la deuxiéme digue (F) 
A 5m. de lescalier 
A 40 m. de l’escalier 
f A 20 m. de l’escalier 
Au milieu du port 


Comme nous |’avons indiqué sur le tableau I, les prises d’eau 
au large du port a partir des trois digues n’ont fourni aucune 
trace de bactériophage. Les recherches négatives obtenues avec 
Yeau prélevée aux différents endroits éloignés de la digue con- 
firment nos observations (le trajet est indiqué sur le schéma par 
une ligne pointillée ; les prélévements ont été faits deux heures 
aprés la marée haute). De méme, ceux qui ont été effectués au 
large de l’Océan, en dehors du port, ne contenaient jamais de 
bactériophage coli-typhique-dysentérique. Est-ce par apport d’eau 
du large pendant la marée haute que s’explique la disparition du 
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bactériophage 1a ow il avait été décelé auparavant ? (tableau III). 
La disparition du bactériophage au cours de la marée montante 

a été mise en évidence également par des prélévements effectués a 


Tasieau III. 


TENEUR DE L’BAU 
LETTRES en bactériophage 


correspondant LIEUX DES PRELEVEMENTS 


A marée | a marée 


au schéma basse haute 


Premier escalier de la troisitme digue. 
.|Deuxiéme escalier de la troisiéme digue. 


intervalles rapprochés pendant douze heures. De cette fagon, nous 
avons pu suivre les variations des quantités de bactériophage au 
méme endroit pendant le flux et le reflux. On voit ainsi le bactério- 
phage apparaitre en quantités considérables & marée basse et 
disparaitre avec l’arrivée des eaux du large, pour réapparattre 
i nouveau quand la mer se retire (Tableau IV et fig. 2). 


TABLEAU IY. 


TENEUR DE L’EAU EN BACTERIOPHAGB 
aux différentes heures de la marée 
(pleines mors;| ih. 21 .6t.13 h. 51, 

yasses mers, 7 h. 50 et 20 h. 19) 


LIBUX DES PRELEVEMENTS 


au schéma 


LETTRES 
correspondant 


an n 
8 a) o 
te Ly =) 
5 =} =} 
D> oO o 
es) a <a 

rc) 
2 -_ Sy 


on 14 heures 


E. . . .j/Escalier de la troisiéme digue.| 200 | 20 
O. . . .|Escalier de la deuxiéme digue.| 20 


oo | 16 heures 
oo | 18 heures 
ei | 20 heures 


Au point de vue qualitatif, les eaux cdtiéres contiennent des 
bactériophages actifs sur toutes les espéces du groupe intestinal, 
en commengant par les B. typhiques. Nous avons étudié quelques 
échantillons d’eau au point de vue quantitalif. La technique 
employée pour cela consistait 4 enrichir les phages de l’eau avec 
des bactéries (typhique Lister, paratyphique A. Kauffman, para- 
typhique B. Rouland, Coli 36, paradysentérique Y6R) ensemencés 
ensemble dans l’eau peptonée double avec de l’eau de mer a1: 1. 
Aprés six heures d’étuve, la culture est centrifugée. Le liquide sur- 
nageant est éprouvé sur 10 souches du groupe coli-typhique- 
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6 1/0 /2 /4 18 18 20 


HEURES 
Fic. 2. — Teneur de l'eau en bactériophage (———=) 
aux différentes heures de la marée (----- ). 


dysentérique (un dixiéme de cm® de liquide est déposé sur une 
boite de gélose ensemencée préalablement). 

D’aprés les résultats obtenus (tableau V), nous constatons que 
les échantillons trés riches en phages comme le 12 et le 27, sont 
aussi trés polyvalents, puisqu’ils agissent sur tout le groupe coli- 
typhique dysentérique. Au contraire, les échantillons pauvres en 
phages (16, 37, 38, 33) sont toujours actifs sur moins d’espéces 
baciériennes. Ce qui, peut-étre, s’explique par le fait que, lorsque 
le bactériophage est abondant, la probabilité de rencontrer des 
phages différents est plus grande. Néanmoins, on ne peut pas envi- 
sager ici de rapport direct entre la quantité de phages et la mul- 
tiplicité de ses espéces, puisque les trois échantillons de méme 
valeur en phages (43, 3 et 2), se distinguent nettement par les 
espéces bactériennes qu’ils attaquent. 

I] semble que la polyvalence des échantillons dépende, dans une 
certaine mesure, de la proximité de la vase. Les prélévements 
faits pendant la marée basse directement dans la vase, ou immé- 
diatement au-dessus d’elle, étaient en général trés polyvalents ; 
tandis que les prélévements faits 4 ia méme place, mais A marée 
montante, a une certaine distance de la vase, possédaient une 
valence limitée. 

Quel est le réle joué par la vase dans le probléme du bactério- 
phage ? La présence, a proximité des cétes, des phages du groupe 
coli-typhique-dysentérique, est probablement due a l’apport cons- 
tant des eaux d’égout, de pluies, des eaux d’infiltration ou a la 
pollution directe (animaux, baignades). La vase ne sert-elle pas 
de réservoir au bactériophage apporté du dehors ? Les préléve- 
ments d’eau effectués A 50 cm. au-dessus de la vase et dans la 
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TABLEAU VY. 
—— ees nt: 
I 
. < |< | = 
4 i o0 ) re = 3 5 5 = 
ce | ns g « 4 of| 6 5 ool ae =z 38 = : 
ze |252| 22 |ELIESI|ESIEE Re|ae| 3 [8S] EMARQUES 
SS 1ES8| 2s |ESISUIRTIES/BE/ EE) S [BS] & pa oni 
SE | #09 RIS SP ecole i oe ne (eS i Py ieee A> e 
So Ny S| a ke) elon (a ee 
oP g Roi ee . 
(--) A 9 a 
ee | ee Le eee 
42 Fieri EO wal ete honda ae al et | ctl et ae aac Marée basse. Vase. | 
27 E /2.000} +] +) +] +7444); + -{- Marée basse. Vase. 
26 @) 20)}4+) +) —]} +) +) +) +7 + '| + *|Marée basse. 50 cm au 
dessus de la vase. 
29 E 20); +) +) +} +/+) +7 + + | — |Marée basse. 4 m. an 
dessus de la vase. 
43 L 20); +) +); 474+) +] +/] +/+ ~/) + *|Marée haute. Présene 
d'un cours d’eau de 
cendant de la Llee | 
3 F 20) =} =} — 7 ey ye ee ee be reflux dela immer cam 
puis 3 heures. Vase. 
2 E a Rg (PREIS (MES ee fe SS Le ea ee Le reflux de la mer de 
puis 3 heures. | 
43 F 20) — | — Pee Marée basse. 50 cm au 
dessus de la vase. 
40 Dd 0} — | — | — | — —|]+] + | — |Marée basse. 
4A F 20; —} —}| —/}—}] —|] —} +1] + | — |Marée haute. 
16 O —;—|/— —; +] + Le reflux de la mer de 
puis 3 heures. 
37 E A} —|] — —};—!} +) 4 Marée haute. 
38 O 4)/—/} —} —}] —} —]}] —] +] + Marée haute. 
33 F 2 —}—}—-}]—}] —]}] +] + Marée haute. 


vase méme, montrent que la quantilé de phages est plus élevée 
dans cette derniére (tableau VI). Notons que nos observations sur 


TaBLEAu VI. 


TENEUR EN BACTERIOPHAGE 


LIEUX DES PRELEVEMENTS 
Au dessus 
de la vase 


(50 cm.) 


neem eee ee 


la survivance des bactéries intestinales dans l’eau de mer, mon- 
trent que cette survivance se prolonge si l’eau est prélevée avec 
de Ja vase (tableau VII). En admettant que, dans certaines condi- 
tions, les bactéries sont capables de se multiplier dans Ja vase, 
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on en arrive a supposer que celle-ci non seulement est favorable 
a la conservation des phages, mais elle permet peut-étre leur multi- 
plication. 

Tasiyau VII, 


SURVIVANCE DES BACTERIES 
(exprimée en p. 100) 


i Z g g g 
©| |, © abvabrotlis fon! were we 
= n oD i> a 
B. typhique Lister : 
a) Eau de mer prise au large.} 400 — 66 29 10 0 
6) Eau de mer avec la vase. .| 100 _— 56 39 40 0,9 
ce) Eau physiologique. ... . 400 60 43 4 0 a 
B. para-dysentérique Y6R: 
a) Eau de mer prise au large.| 400 70 69 AT 10 0 
b) Eau de mer avec la vase. .} 100 | 100 65 59 45 9 
c) Eau physiologique. .-... 100 24 2 0 — = 
B. Coli 36: 
a) Kau de mer prise au large.| 100 | 100 66 62 50 0 
b) Eau de mer avec la vase .| 100 84 94 71 4A 6 
c) Eau physiologique. .... 400 54 4 0 _ aes 


L’absence de bactériophage intestinal au large de |’océan, ne 
peut-elle pas s’expliquer par |’action nocive de |’eau, soit directe- 
ment sur les phages, soit sur leurs bactéries sensibles ? Dans ce 
cas, la disparition des bactéries doit inévitablement influencer la 
quantité des phages de l’eau. D’ailleurs certains auteurs ont déja 
indiqué l’action destructrice de l’eau de mer (surtout non stéri- 
lisée) sur les bactéries intestinales. 

Dans nos observations, le bactériophage coli-dysentérique C 16 
introduit dans ]’eau de mer (autoclavée et non autoclavée), con- 
servée a 6° C, garde entiérement son titre pendant la premiére 
semaine. Les bactéries (B. typhique Lister, paradysentérique Y6R 
et Coli 36) placées dans les mémes conditions disparaissent pro- 
gressivement dés le premier jour; mais cette disparition est 
ralentie en comparaison de la disparition de ces bacléries dans 
l’eau physiologique. Aprés sept jours on peut encore déceler de 
10 a 50 p. 100 des germes tandis que dans ]’eau physiologique la 
disparition est totale vers le troisiéme jour (tableau VII). La survi- 
vance de B. coli 36 dans l’eau autoclavée et non autoclavée, fraf- 
chement prélevée au large, est pratiquement la méme pendant les 
cinq premiers jours (tableau VIII). L’absence de bactériophage 
coli-typhique-dysentérique au large de l’océan ne semble pas pou- 
voir s’expliquer par l’action nocive des eaux marines. 
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Tasteau VIII. 


SURVIVANCE DU B. coli 36 
(exprimée en p. 100) 


715-67 | 74-58 | 55-48 
18-77 | 77-63 


En tenant compte du fait que le bactériophage est un satellite 
constant des bactéries, nous nous sommes demandé dans quelle 
mesure l’eau de |’Océan pouvail étre polluée par les bactéries 
inteslinales. Les ensemencements de |’eau prélevée au large de 
Océan ou au milieu du port (marée haute) sont restés parfois 
complétement stériles ; en tout cas, nous n’avons jamais constaté 
de colonies du groupe intestinal, tandis que les ensemencements 
des eaux cdtiéres montrent la présence fréquenle de ces germes. 
On peut donc supposer que |’existence du bactériophage du groupe 
coli-typhique-dysentérique, dans l’eau de l’océan, est déterminée 
par la présence des bacléries intestinales. Les variations de la 
quantité des phages par rapport a ]’état sanitaire des lieux confir- 
ment les résultats de nos recherches précédenles, 4 savoir que la 
quantité de bactériophage intestinal correspond au degré de pollu- 
tion de ces eaux par les bactéries intestinales. 


Nous exprimons nos vifs remerciements a la Direction de la 
Station biologique de Roscoff qui nous a donné toutes les facilités 
pour accomplir notre travail. 


CONCLUSIONS. 


Les recherches quantilatives des bactériophages du groupe coli- 
typhique-dysentérique dans le port de Roscoff (Finistére) nous 
ont fourni les résultats suivants : 

Les bactériophages n’ont pas ¢lé trouvés au large du port, mais 
ils sont trés abondants 4 une faible distance des cétes habitées. 

Leurs quantités varient suivant |’état sanitaire de l’endroit ow 
l’échantillon a été prélevé. La pollution des eaux de mer par la 
proximité des habitats, par les baignades, etc., augmente la quan- 
lité du bactériophage. 

Ces résultats confirment nos recherches précédentes, la quan- 


lilé de bactériophage dans une eau correspond au degré de conta: 
mination bactérienne de cette eau. 


ACTION DE L’ACIDE p. AMINOBENZOYLGLUTAMIQUE 
EY DES OXYMETHYLPTERINES SUR 
LACTOBACILLUS CASEI (*) 


par Max VISCONTINI, Raymonp GAVARD et Jacquetins MILLET. 


[Laboratoire de Chimiothérapie et Service des Fermentations 
de l'Institut Pasteur.| 


Le réle de l’acide folique en tant que vitamine ou facteur de 
croissance pose le probléme fort étudié et plein d’intérét de 
Vacide p.aminobenzoique dont le rédle chimique et biologique 
vient d’étre mis, pour la premiére fois, en évidence dans un corps 
bien déterminé. 

Ce probléme est le suivant: l’acide p.aminobenzoique se 
borne-t-il 4 entrer dans la constitution de l’acide folique, ou bien 
posséde-t-il d’autres propriétés biologiques non encore mises en 
évidence ? 

Des expériences que nous rapportons, effectuées dans les 
limites de temps et de concentration données, il semble que cette 
premiére hypothése puisse étre vraisemblable puisque le dévelop- 
pement du Lactobacillus casei que nous avons cullivé sur milieu 
synthétique n’est pas accru en présence de doses croissantes 
d’acide p.aminobenzoique. Bien plus, de cette augmentation de 
concentration découlerait plutot une légére inhibition (tableau IV). 

Un autre probléme, également posé par lentrée de l’acide 
p.aminobenzoique dans la molécule d’acide folique, était de 
savoir si le Lactobacillus casei était capable de synthétiser ce der- 
nier facteur de croissance a partir de certains constituants de sa 
molécule chimique. I] résulte de nos expériences que la souche 
de Lactobacillus casei que nous avons ulilisée est incapable de 
faire cette synthése a partir du benzoyl-glutamate d’éthyle, de la 
2 amino-6-oxy-8-oxy-méthylptérine (1) ou de la 2 amino-6 oxy- 
9 oxyméthylptérine [3]. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1947. 
(1) La synthése de ces deux corps sera décrite dans un autre pério- 
dique. 
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Ceci est en accord avec ce qui a été déja signalé pour diverses 
autres ptérines par L. D. Wright et H. R. Skeggs [40] pour Aero- 
bacter, Aerogenes ; par J. O. Lampen et M. J. Jones [4] pour 
Lactobacillus arabinosus et Streptobacterium plantarum, et enfin 
par L, J. Daniel, L. C. Norris, M. L. Scott et G. F. Heuser {4, 2] 
pour Lactobacillus casei, Lactobacillus arabinosus, Streptococcus 
faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus. 


TaBuEAu |, 
N=C— OH 
H,N — l d —N=cC— CH,0H 
§—b—n=dn 


2 amino-6-oxy-8-oxyméthylptérine. 


N=C— Ol 


Pars) 

HXN—C C—-N=C 
Rice iI | 
N—C—N=C— CHO 


2 amino-6-oxy-9-oxyméthylptérine. 
PARTIE EXPERIMENTALE. 


La souche de Lactobacillus casei est celle qui nous a été fournie 
aimablement par M. le professeur W. H. Peterson et qui pro- 
vient de |’ Université de Madison (Wisconsin). 

Le milieu de culture dont nous nous sommes servi s’inspire de 


celui utilisé par Snell (5, 6, 7,]. Voici sa composition et son mode 
de préparation. 


Milieu pour un litre de culture. 
Solution A : 


Giusgcesa iis... Wi bead. JOO oR) .. POP 20.000 g. 
Gayeing LimdrolysGe.s chases al clemetubsens? sekceem sy eobyeanisian’ 20.000 g. 
AUOLAIE COrBOUIED +s Basi bt gl le) GLa’ Waaee age eae Cree 20.000 g. 
Tryptophanie Ye. AS. AS, A ee Ra Oe 100 g 
CYSTS 2 tulayiod imiey an arcs ass a) fa nory- ce eee Ete we 100 g 
BELO Sis Baw a teks ay alls Ale cae en dhs ae eee ee 10 g 
Stated wd énine|s! 19 4 ME POS apr Kose Se 25 g 
Guanine): 1% 4 waatii ie Gino. epee enie see ee 40g 
PMs oie Lents po dcnae netali nau 6. SREe pte 2.500 g 
gi 1, PR A a BL lt! 2500 8 
Solution. de‘Beld 3.60 013). ob) be) eae 20 cm* 
La solution de sels renferme : 

SOL Ma TT ay nls 0 a ovens coe : 
BOPe THEE > ele ajublies, opp e ae oe ete 500 :. 
BOMe 2s cob suits cuegtea. ROR ae ob Oe 500 g. 
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Solution B (2): 


Ee Seine fore) Pak siege oye) ey a PB. et els 5 m 
MCMC PMICOLLATUCK: eeu ret © lShcngadeo et. Glee ake 5 rs 
Ber eOR TO VRADIIDE BS ele sso vee accep es 2k en ve 4 mg 
PYRO LIME a VItAAING Ieee gee tere Ey here t ite” Aes 4 mg 
ANeuriher(vitemane By )oeeat, Ly AO. }) Le bbl en ae 4 mg 
Age: p.raminobenzoique, (3). %, 2 si... . . oe) Ve. 4 mg 
DIGUDGgee dees cia Be OOD eek Ekaes cfs Tih aah ee Ge a ay 
ACIOG TGMQUCH awe te ~ exit chloe. ap hr Bb RAY aay 4y 


La solution A est amenée 4 pH 6,8 avec NaOH. 2N, complétée 
a 960 cm® avec de l’eau bidistillée, filtrée & chaud sur Buchner 
et enfin stérilisée sur bougie Chamberland L,. 

Pour la fraction B, les vitamines sont diluées dans 40 cm? 
d’H,0 bidistillée stérile. On mélange B et A et on répartit dans 
des tubes stériles 4 raison de 10 cm® par tube. 

On a utilisé soit un hydrolysat chlorhydrique de caséine, soit 
un hydrolysat sulfurique analogue a celui préparé par Snell [8]. 
Pour la préparation de l’Inoculum nous avons également suivi 
les prescriptions de E. E. Snell et F. H. Strong [9]. 

Les cultures ont élé faites 4 37° pendant dix-huit, vingt-quatre 
ou quarante heures, selon les expériences. 

Le développement microbien a été suivi par mesures néphélo- 
métriques a l’électrophotométre de Meunier en lumiére orange. 

Voici groupés dans les trois tableaux suivants quelques-uns des 
résultats les plus importants que nous avons obtenus : 


TasLeau Il. — Température, 37°; durée, quarante heures. 


: MESURES 
—— oe néphélométriques 


Milieu avec acide PAB [4.000 y p. 41.000] (4) + acide folique 


(yan, AOD OIE: Bae Cs) Sass coigs yc telgnye oe ghye dele tus 6 
Milieu avec acide folique seul (4 y p. 1.000) sans PAB. . . 304 
Milieu sans PAB, sans acide folique ........... 37 

CONCENTRATIONS MESURES 
p. 1.000 néphélométriques 
2.000 yv acide PAB glutamique (5), ... 2. wes - a es — 

500 y _ AOI IFO 2 a aoa aa 50 

100 ¥ —_ cee St rc me yr 66 

20 ¥ a rs gre BA 
2.000 y 2 amino-6-oxy-8-oxyméthylptérine.. ....... ris 
500 7 — —~£ ohiissie whl isu 
100 y —_— oe ee ae oe 4 
20 ¥ a MP Ee aR eno sh emer = 

| a 

Somme des deux précédentes. ... . Wer TAD eH | 80 
5A 


(2) Nous tenons & remercier les Maisons Hoffman-La Roche, a Bale, et 
Roche 4 Paris pour avoir mis tous ces produits 4 notre disposition. 

(3) Dans le milieu renfermant ces facteurs de croissance. 

(4) PAB : acide p-aminobenzoique. 

(5) PAB glutamique : benzoyl-glutamate d’éthyle. 
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Tasigau Ill. — Température, 37°; durée, quarante heures. 


MESURES 
TEMOINS néphélométriques 
Milieu avec acide PAB (4.000 y p. 4.000) + acide folique 
(bp. 1.000) oo eke olin, =) 4 He OU Daa Ra 945 
Milieu avec acide folique seul (4 yp. 4.000). .....-.. 430 
Milieu sans PAB (4), sans acide folique. .........- 47 
CONCENTRATIONS MESURES 

p. 1.000 néphélométrique 
2.000 y acide PAB glutamique (5)... . . . . 2. - ses - 55 
500 y = 2... HERE T. . Ente hte nro ee.: 49 
400 y — Bam TTL OE, AN Se | ae 29 
20 y — "ty pee eras oh aE SES 29 
1.000 y 2-amino-6-oxy-9-oxyméthylptérine......... 14 
200 y ~ eee eet nae Vani 50 
40 y — sa fallen Sieber tat tone Cini ahs 50 
8 y — SONA LMS. FNS SRS 42 
14 
Somme-des'deux précédentes...) 0. @0,/5) 959. 2 es 
4A 


ACIDE FOLIQUE 
y pour 10 cm$ 


Acide p. aminobenzoique pour 10 cm*: 


CoNnLUSIONS. 


D’aprés ces données il semble prouvé que la synthése de I’acide 
folique ne peut étre effectuée a partir de ses constituants ptérines, 
acide p.aminobenzoique et acide glutamique. 

On peut également penser que l’acide p.aminobenzoique n'est 
que le précurseur de l’acide folique. 
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ETUDE DES PROPRIETES BACTERIOSTATIQUES 
DE LA CLITOCYBINE (’) 


par Cuantes RIVIERE, Lovis et Lions SALOMON, Maurice THELY 
et GasrizrL GAUTRON. , 


La clilocybine, principe antibiotique découvert par le profes- 
seur Hollande [4, 2] dans le champignon Clitocybe candida, et 
dont nous venons, d’autre part, de publier une étude bio-chi- 
mique [8, 4], présente une activité bactériostatique étendue in 
vitro. 

L’étude bactériologique que nous décrivons ici a été effectuée 
sur la fraction ¢théro-soluble de nature hétérosidique [8]. 

Cette fraction hétérosidique de la clitocybine, titrant de 7.000 
a 12.000 unités Oxford par gramme, ne contient, dans les échan- 
tillons titrant plus de 10.000 unités par gramme, aucune trace 
de C NH décelable par les réactions de Guignard, Thierry, et 
bleu de Prusse. Dans les échantillons moins purs, titrant environ 
7.000 unités par gramme, ces méthodes permettent de déceler la 
présence de traces de C NH (0,0003 mg. de C NK par unité 
Oxford) que l’on peut d’ailleurs éliminer sous vide sans perte 
d’activité. Nous ne pouvons, en conséquence, considérer que 
action bactériostatique décrite ci-dessous soit imputable a la 
présence de C NH comme Locquin [5, 6] en a émis lhypothése. 
D’autres considérations exposées antéricurement viennent d’ail- 
leurs confirmer cette fagon de voir [4]. 


ACTION BACTERIOSTATIQUE « IN VITRO )) DE LA CLITOCYBINE. 


Les germes suivants ont été inhibés, soit en bouillon (méthode 
Oxford), soit en milieu solide (méthode Heatley) : Staphylococcus 
aureus (souche Oxford). 

En bouillon, l’inhibition est obtenue a la dilution de 1/400.000 
(méthode Oxford); cette méme dilution provoque en boite de 
Petri (méthode Heatley) une auréole de 24 mm. La courbe repré- 
sentative du diamétre de l’auréole stérile en fonction de la concen- 
tration en clitocybine, est une droite lorsqu’on porte en abscisse 
le nombre d’unités et en ordonnée les logarithmes du diamétre 
du cercle d’inhibition. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 décembre 1947. 
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Nous avons adopté comme unité d’action bactériostatique de 
la clitocybine, l’unité Oxford de la pénicilline qui inhibe la crois- 
sance du staphylocoque dans 50 cm® de bouillon. 


INHIBITION 
a la dilution de 


Eberthella typhosa 


Pe ee eet A an 4/300 000 
SALMONCW AL MOLAT NE ja. sori sl. Es ako e oO SM, e 4/300.000 
BSCR CRON I. CD ine aire ee eed a 2, 3. Ciena Peat ears 4/300.000 
TE CUO TEES ome eC ea ks, oe ns Se he cy 1/400 .000 
QCRPA ACIS ate IE A DR CTO 4 /300.000 
Sirepiccocceswigeiss sei Aieel wie he ees ® 1/600. 000 
SEP OPMOCOLCUSY DY OQCNES orcrtwae,t\tebasie- sie sixes) se ey De 1/600.000 
Mycobacterium tuberculosis (souche S.A.P.G.)..... 1/800.000 


Une action bactériostatique semblable fut observée sur les 
germes suivants : 


Pasteurella avicida. 

Malleomyces mallet (bacille de la morye). 

Erysipelothriz rhusiopathiz (bacille du rouget du pore). 
Mycobaterium tuberculosis; var. bovis (souche A. 48 virulente). 


Enfin sur un germe anaérobie, une action bactériostatique fut 
également constatée en bouillon: Clostridium perfringens est 
inhibé a la dilution de 1/400.000. 

L’action antibiotique ainsi constatée est, soit bactéricide 
(Hollande [2]), soit bactériostatique ; c’est principalement cette 
derniére action que nous avons étudiée. 

Cette action bactériostatique est, en outre, mise en évidence de 
la facon suivante : 

Une préparation de clitocybine 4 20 U/O par centimétre cube 
est additionnée de divers germes aérobies ou anaérobies ; apres 
un contact de douze heures, ces préparations sont introduites 
dans les milieux de culture. Pendant un temps variant de douze 
4 quarante-huit heures, selon la concentration en antibiotique, les 
milieux restent stériles, puis la multiplication des germes apportés 
par la solution de clitocybine intervient. Ce temps de latence cor- 
respond A la destruction a l’étuve de la clitocybine en milieu 
aqueux. i 

Cette rapide disparition de l’activité en milieu aqueux 4 387° et 
les pollutions apportées par les liquides 4 doser, ont rendu, au 
cours de ce travail, les dosages Oxford en bouillon parfois diffi- 
ciles a réaliser. ; 

Par contre, en boites de Petri, on ne constate jamais, comme 
cela a lieu avec la pénicilline, de pollutions microbiennes a 
l’intérieur du cercle d’inhibition. Mais les germes qui se trouvent 
dans cette zone ne sont pas tués et sont encore capables, sur un 
nouveau milieu de culture, de se multiplier. 

Par cette méthode (Heatley), les résultats sont constants et, 
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méme si une destruction prématurée de la clitocybine intervient, 

les diamétres d’inhibition maximum sont aisés a mesurer. 
Nous constatons donc ici une action spécifiquement bactério- 

statique s’exercant indifféremment sur tous les germes essayés. 


Techniques expérimentales. 


Malleomyces mallei (bacille de la Morve). 

Les tubes de pomme de terre sont largement ensemencés ; un 
carré de papier buvard stérile de 1 cm? est placé au milieu de la 
longueur du fragment de pomme de terre. Chaque jour, II gouttes 
d'une solution contenant 1 U/O par centimétre cube sont dépo- 
sées sur le buvard. Dés le deuxiéme jour, la colonie jaune envahit 
les deux extrémités de la pomme de terre, une zone de 15 mm. 
autour du buvard reste stérile ; le troisiéme jour les extrémités 
sont brun chocolat et l’auréole se maintient autour du buvard 
jusqu’a la fin de ’expérience (six jours). 

Mycobacterium tuberculosis (var. bovis). 

La technique précédente a été utilisée, mais l’inhibition quoli- 
dienne de clitocybine a été poursuivie pendant deux semaines. 
Dans ces conditions nous avons constaté une action bactériosta- 
lique. (Le professeur Hollande [2] a montré, par une technique 
différente, que l’on pouvait également obtenir une action bactéri- 
cide sur le bacille de Koch.) 


ACTION DE LA CLITOCYBINE SUR LE VIRUS APHTEUX « IN VITRO )). 


Vingt-quatre heures de contact avec une solution contenant 
1 U/O par centimetre cube de clitocybine détruit la virulence du 
virus aphteux O (Vallée) au 1/100. 

Les cobayes ayant regu ce mélange virus-clitocybine de vingt- 
quatre heures n’étaient pas immunisés quinze jours aprés. 


ACTION DE LA CLITOCYBINE SUR QUELQUES INFUSOIRES. 


M. le professeur Faure-Fremiet a bien voulu examiner avec 
nous l’action de la clitocybine (fraction protidique et fraction hété- 
rosidique) sur les espéces suivantes (Collection du Laboratoire 
d’Embryogénie du Collége de France) : 

Didinium nasutum, Frontania leucas, Ophryoglena pectans, 
Paramecium caudatum, Stylonychia mytilus. 

Ces organismes ont montré une sensibilité a la clitoeybine égale 
en moyenne a celle des germes microbiens énumérés plus haut. 

I] suffit de 1/100 d’unité Oxford par centimetre cube, soit une 
concentration en poids d’extrait sec de Ja fraction hétérosidique 
égale 4 0,001 mg. par centimetre cube pour entrainer la mort en 
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douze heures de ces divers infusoires (une action semblable fut 
également notée avec la fraction globulinique). 

Par chauffage a 70°, la toxicité sur infusoires diminue considé- 
rablement et parallélement a l’activité bactériostatique sur staphy- 
locoques. 

ACTION BACTERIOSTATIOQUE in vivo. 


A la dose de 40 U. O. pour un cobaye de 500 g., nos extraits 
de clitocybe entrainent une action antibiotique dans le sang et les 
lissus, décelable sur staphylocoques par les méthodes usuelles 
pendant six heures. A ce moment, le renouvellement de cette méme 
dose de 40 U. O. provoque, dans les vingt-quatre heures, la mort 
de |’animal. 

Etant donné la toxicité que présentaient encore nos extraits, 
malgré les fractionnements et purifications effectués, nous n’avons 
pu dépasser, sans accident toxique, la dose de 5 a 10 U. O. par 
jour pour un cobaye de 300 gr., a raison d’une piqdre toutes les 
trois heures. A ces doses, nous n’avons pu obtenir une action 
curative contre : 

Streptococcus (sur souris), Pasteurella (sur cobayes), Mycobac- 
terium tuberculosis var bovis [souche A. 18] (sur cobayes). 


Technique expérimentale. 


Quatre @xpériences furent faites portant chacune sur 10 cobayes 
tuberculisés et traités par la clitocybine et 5 cobayes tubercu- 
lisés témoins. L’inoculation a été faite par voile sous-cutanée 
de 0,001 mg. de culture sur Loewenstein de hacille de Koch 
bovin A.18 (Collection du Laboratoire Central de Recherches 
Vétérinaires d’Alfort). Le traitement a été poursuivi pendant trente 
a quatre-vingts jours, suivant les expériences, en injectant tous les 
deux jours en sous-cutané de 5 4 10 U. O. de clitocybine (frac- 
tion globulinique d’une part et fraction éthéro-soluble de l’autre). 

L’évolution des lésions tuberculeuses s’est révélée identique au 
soixante-dixiéme jour chez les témoins et les traités, et la mort des 
animaux s’est produite aux mémes époques (entre le soixante- 
dixiéme et le cent-trentiéme jour). 


VIRUS APHTEUX in vlvO. 


Technique expérimentale. 


A. — Quatre expériences ont porté chacune sur 3 cobayes traités 
par la clitocybine et 3 cobayes témoins non trailés. 
L’inoculation a été faite par voie intradermique de 1/4 de centi- 


metre cube de virus aphteux O (Vallée) au 1/100. ; 
Le traitement a été commencé simultanément a cette inoculation 
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et poursuivi a raison de deux injections par jour de 20 U. O. de 
clitocybine. 

Dans ces conditions, nous avons constaté un retard dans l’appa- 
rition des aphtes pendant toute la durée du traitement. Ce retard 
s'est poursuivi pendant trois a cing jours jusqu’a la mort des ani- 
maux qui s’est produite du fait de l’action toxique des extraits de 
clitocybe que nous utilisions. 

B. — D’autre part, sur deux expériences de 2 cobayes traités 
et 2 témoins, nous avons constaté que |’arrét du traitement au 
bout de trois jours, sur des cobayes sans aphtes primaires et ne 
présentant encore aucun des phénoménes toxiques_ signalés 
ci-dessus, entraine une généralisation immédiate et totale. 

C. — Dans deux expériences sur 5 cobayes traités et 5 cobayes 
témoins, afin d’éviter ces accidents toxiques, nous avons diminué 
la dose de clitocybine injectée : dans ces conditions, aucune action 
empéchante n’est plus constatée. 

bb. — Enfin, nous avons essayé une action curative de la clito- 
eybine aprés l’apparition des aphtes primaires afin d’enrayer 
l’évolution ultérieure de cette affection. Aucun résultat positif n’a 
pu étre enregistré. 

En résumé, Vaction positive obtenue dans certains cas de nos 
expériences, c’est-a-dire le retard ou la non-apparition des aphtes, 
n’a pu étre maintenue en raison de la toxicité de la clitocybine. 


CONCLUSIONS. 


In vitro, nous avons confirmé et précisé l’action bactériostatique 
de Ja clitocybine sur de nombreux germes Gram + et Gram — 
ou acido-résistants, aérobies ou anaérobies, et avons constaté son 
action anlibiolique sur un virus et quelques infusoires. 

In viwo, du fait de la toxicité de nos extraits, purifiés selon les 
techniques décrites, nous n’avons pu maintenir pendant un temps 
suffisant dans le sang de nos animaux d’expérience, le taux bacté- 
riostalique minimum vis-d-vis des divers germes essayés, et, par 
suite, aucun effet curatif n’a pu élre enregistré. 

Cependant, l’action favorable constatée dans ]’arrét de |’évolu- 
tion de la fiévre aphteuse, et le fait de pouvoir communiquer 
lactivité bactériostatique au sang d’un animal d’expérience nous 
font penser qu’d doses plus élevées une action in vivo pourrait 
étre constatée si des extraits moins toxiques que ceux dont nous 
nous sommes servis pouvaient étre préparés. Toutefois, l'étude 
de cette toxicité que nous avons décrite d’autre part, et le paral- 
lélisme entre l’action toxique sur infusoires et Vaction hactério- 
statique montrent que, selon toute vraisemblance, une importante 


partie de cette toxicité est due aux principes antibiotiques eux- 
mémes. 
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SUR LA PRESENCE ET LE DOSAGE DU RUBIDIUM 
DANS LES TERRES ARABLES 


par Gasaizt BERTRAND et Dinizk BERTRAND. 


Depuis la découverte du rubidium par Bunsen et Kirchhoff dans 
un résidu de lépidolithe dont on avait extrait la lithine [4] et, peu 
apres, par Grandeau dans le salin de Betteraves [2], la présence 
du nouveau métal alcalin a été reconnue par les deux premiers 
savants dans plusieurs minéraux lithiniféres et dans certaines 
sources dites minérales, et par le dernier dans 5 plantes sur 9 quil 
a analysées. 

Il n’est pas surprenant, dans ces conditions, ‘que l’on ait pensé 
ad se servir du spectroscope pour analyser Ja terre arable et que 
l’on ait réussi a déceler dans plusieurs échantillons de celle-ci des 
traces de rubidium. 

C’est ainsi qua la suite d’expériences basées sur l’examen 
direct des substances dont nous avons déja fait mention [3], Hugh 
Ramage a trouvé que «le rubidium est trés largement distribué 
dans les sols », mais iJ n’a fourni aucun renseignement sur l’ori- 
gine de ses échantillons, leur nombre et la proportion de ceux qui 
ont donné un résultat positif. 

Plus récemment, d’aprés le résumé d’un travail paru en 
japonais [4], Keize Hirai et Buichiro Takagi ont examiné au 
spectroscope 28 échantillons de sols ; parmi les métaux reconnus, 
Je baryum, le lithium, le strontium, le titane et le vanadium 
étaient les plus fréquents ; mais il y avait aussi du rubidium dans 
certains échantillons. 

Les nombreuses délerminations que nous avons effectuées én 
combinant les méthodes chimique et spectrographique au sujet du 
rubidium [5], déterminations d’aprés lesquelles ce métal alcalin 
existe sans exception dans toutes les plantes et dans toutes les 
parties des plantes, apportent une premiére démonstration de 
l’existence non seulement fréquente mais générale du rubidium 
dans le sof et dans les eaux, milieux ot les plantes puisent les 
éléments métalliques de leur construction. 

Nous avons entrepris de compléter cette démonstration par une 
étude directe, a la fois qualitative et quantitative, d’un certain 
nombre de sols d’origines diverses. 

Le rubidium, comme le potassium, doit exister dans le gol a des 
élats trés différents, plus ou moins attaquables par l’eau, l’acide 


RUBIDIUM DANS LES TERRES ARABLES 125 


carbonique et les sécrétions radicellaires ; ces états sont, en consé- 
quence, d’un intérét plus ou moins immédiat pour les plantes. Pour 
rechercher le rubidium et évaluer d’une maniére déja intéressante 
au point de vue de la physiologie végétale les proportions relatives 
dans les échantillons de sols dont nous disposions [6], nous avons 
opéré d’aprés la technique suivante. 

20 g. de terre fine [7], séchée A ]’étuve A 105°, ont été passés au 
four électrique dans une capsule de platine, A une température un 
peu au-dessous du rouge, pour incinérer les débris végétaux, les 
substances organiques du groupe de l’humus et déshydrater 
Vargile. Les cendres refroidies ont été additionnées peu a peu 
d’acide chlorhydrique en solution normale jusqu’a cessation 
d’effervescence ; on a ajouté 20 cm* d’acide chlorhydrique con- 
centré (décanormal) et évaporé 4 sec au bain-marie, en remuant 
de temps en temps. Sur le résidu desséché, dans lequel la silice 
était pour la plus grande partie devenue insoluble, on a versé 
20 cm® d’acide chlorhydrique cencentré, chauffé au bain-marie en 
remuant avec un agitateur pendant une dizaine de minutes, puis 
laissé déposer et décanté la partie liquide a travers un filtre en 
recueillant le liquide jaune et limpide dans une fiole. La partie 
indissoute a été extraite de la méme maniére 4 cinq reprises diffé- 
rentes en employant chaque fois 20 cm* d’acide chlorhydrique 
concentré. L’expérience a montré que des extractions supplémen- 
taires enlévent encore des métaux alcalins a la terre, mais alors 
en quantités si minimes que les six premiéres extractions repré- 
sentent a trés peu prés les proportions qu’il est intéressant de 
considérer dans le travail de prospection auquel nous nous 
sommes livrés. 

Les 100 et quelques centimétres cubes de la solution acide 
filtrée sont évaporés 4 sec au bain-marie dans une capsule de 
platine et le résidu traité exactement comme nous I’avons décrit 
pour lanalyse de la partie soluble dans |’acide chlorhydrique 
d’une cendre végétale ou animale. Finalement, les métaux alca- 
lins, étant passés en entier a |’état de chlorurés, on soumet 10 mg. 
du mélange salin sec 4 ]’examen spectrographique. 

Comme dans le cas des matériaux d’origine biologique, nous 
donnons pour les sols, dans le tableau ci-joint, les quantités de 
potassium, de sodium et de rubidium que nous avons dosées. 
Les chiffres sont exprimés en milligrammes par kilogramme de 
terre séchée a 105°. 

Nous avons trouvé ainsi des quantités dosables de rubidium 
dans tous les échantillons de sols que nous avons analysés, que 
ceux-ci proviennent de France (17 échant.), de Danemark, 
d’Italie, de Serbie, des rives du Nil ou du Niger. 

Les proportions rencontrées sont comprises entre 0,2 mg. et 
18,7 mg. par kilogramme de terre fine séchée a + 105°. 
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ORIGINE DES SOLS 


a 


Puysaye (Yonne). Sable d'une aspergeraie 

Pantchevo, Banat (Serbie) 

Limon du Nil (prés du Caire) 

Fontainebleau (Seine-et-Marne). Terre de bruyére . . 

Malvergne n° 3 (Vendée). Terre de jardin potager. . . 

Binitze Laaland (Danemark) 

Versailles (Seine-et-Oise). Station de Recherches agro- 

nomiques ¥ 

Limon du Niger (pris & Ségon) 

Neuville, pres Caen (Calvados) 

Eu (Somme). Eboulis du turonien 

Kebernés, prés Quimper. Sur granulite ; 

Grignon (Seine-et-Oise). Ecole nationale d’Agriculture. 

Malvergne n° 2 (Vendée) 

Beauvoisin n° 1 (Gard) 

Charbuy (Yonne) Terre forte 

Genolhac ne 4 (Gard). Granit désagrégé 

Versailles n° 1 (Seine-et-Oise). Station de Recherches 

agronomiques 

Institut Pasteur de Paris. Parcelle du jardin sans en- e 
545 
277 
73 


422 
4.740 


Les deux chiffres extrémes sont plut6t exceplionnels. La 
proportion la plus faible provient du sol, trés riche en sable, 
d’une aspergeraie, ce qui ne peut étonner, le sable n’étant pas 
susceptible de fournir du rubidium ni trés capable d’en retenir 
venant d’une source extérieure. La proportion la plus forte, 
présente dans le sol de la vallée qui se trouve au bas de la ville 
d’Aquapendente, est au contraire extraordinairement au-dessus 
de toutes les autres; peut-ctre Ja terre de cette région ren- 
ferme-t-elle quelque minéral, analogue a la lépidolithe étudiée par 
Bunsen et Kirchhoff, particulisrement riche en rubidium. En 
premiére approximation el d’aprés les autres échantillons analysés, 
les teneurs en rubidium des terres cultivées, sont restées com- 
prises entre 1 et 5 mg. par kilogramme. Dans les mélanges 
complexes qui constituent les terres arables, le sable et la craic 
apparaissent comme des diluants du rubidium. Pour le reste, 
quelle que soit son origine, le rubidium accompagne approxi- 
mativement le potassium, mais d’une maniére qui n’est en rien 
proportionnelle. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 décembre 1947. 


COMMUNICATIONS 


HOMOGENEISATION DES CRACHATS 
ET CENTRIFUGATION DU BACILLE DE KOCH VIVANT 
EN VUE DE L'INOCULATION AU COBAYE 


par F. TISON, 


Une méthode biologique de recherche, si perfectionnée soit-elle, ne 
peut déceler les bacilles de Kochy 14 ot il n’y en a pas. 

Il appartient au laboratoire de pousser la technique, le plus prés 
possible de la perfection, et au clinicien d’en interpréter les résultats 
avec discernement. 

La sensibilité est la qualité principale des méthodes biologiques de 
recherches, mais la réponse plus tardive est souvent génante pour les 
praticiens, car elle n’est plus « d’actualité » et ne s’intégre pas an 
tableau clinique, au moment méme ow elle revient du laboratoire. 
C’est pourquoi nous nous sommes efforcé d’augmenter la_ sensi- 
bilité et de raccourcir le délai de la réponse de J’inoculation au 
cobaye (1, 2, 3). 

Le volume injectable 4 un animal est de 1 A 2 cm? au maximum 
de crachat dilué dans le sérum physiologique (2 4 4 cm’). Les inéga- 
lités de répartition des bacilles de Koch peuvent provoquer des résul- 
tats discordants (Davy, Kreis et J. Levaditi). 

C’est pourquoi nous avons voulu concentrer au maximum les bacilles 
dans la plus petite quanlité de produit injectable. 


Fiuiirication. — Nous avons recherché le procédé qui ne serait 
susceptible, en aucun cas, de modifier les caractéres biologiques du 
bacille de Koch. 


(1) Ces Annales, 1947, 73, 187. 
(2) Ces Annales, 1947, 73, 684. 
(3) Ces Annales, 1947, 73, 1024. 
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La Soude : ce corps chimique qui donne une excellente fluidification 
en vue du diagnostic optique, est mal supporté par le bacille de Koch. 
Une solution de lessive de soude & 15 p. 100, laissée vingt minutes a 
37° au contact d’une quantité égale de crachats, ne donne qu’une flui- 
dification imparfaite. Cependant ce traitement suffit A tuer les bacilles 
de Koch, dans 28 p. 100 des cas. Nous l’avons constaté au cours d’inocu- 
lations comparatives & 48 cobayes. 

La Papaine : la solution de papaine A 10 p. 100, stérilisée par filtration 
sur bougie L3, et ajoutée au crachat 4 raison de 1 pour 5, a été préco- 
nisée par P. Sédallian et R. Carraz (4), pour l’homogénéisation A chaud, 
en vue du diagnostic optique. Nous avons constaté que méme & 37°, 
une fluidification excellente est obtenue, car la papaine dissout 2.000 
fois son poids de fibrine. Nous avons vérifié par l’inoculation a l’animal, 
que méme en dépassant largement les conditions d’usage courant, 
Vaction de la papaine n’altérait en rien, la virulence des bacilles de 
Koch. C’est ainsi que des crachats ont tuberculisé le cobaye, aprés plus 
de dix-huit heures de contact A 37°. Mais si la papaine n’est pas toxique 
pour l’animal a petites doses, par contre, le culot de centrifugation 
contenant des produits de digestion papainique, est localement assez 
mal toléré. Les lésions qui en résultent risquent d’inhiber 4 son début, 
une infection pauci-bacillaire. 

Le séjour a l’étuve donne une fluidification satisfaisante, et Bezancon, 
Mathieu et Philibert avaient utilisé cette propriété pour leur méthode 
« d’enrichissement ». Nous avons déja démontré que quatre jours 
d’étuve sont nécessaires pour que la prolifération des anaérobies dans 
le crachat tue le bacille de Koch. Encore faut-il que le zécipient qui 
contient les crachats soit hermétiquement clos. On ne risque donc 
aucunement de léser les bacilles de Koch, par un séjour de vingt-quatre 
heures en vase ouvert, et ce temps est suffisant pour obtenir une flui- 
dification, qui sera meilleure encore, si on a pris la précaution d’alca- 
liniser le pH par addition de II gouttes de soude 4 15 p. 100, pour 
5 cm* de produit. 


CENTRIFUGATION. — La aussi nous avons voulu vérifier en dépassant 
largement les conditions pratiques que le facteur accélération n’avait 
aucun effet nocif sur le bacille tuberculeux. Trois heures de rotation 
4 5.000 tours-minute n’altérent pas sa virulence. Méme dans ces condi- 
tions, un bon centrifugeur n’éléve pas la température du_ liquide 
au dela de 30°. En pratique, vingt minutes de rotation a 3.000 tours 


suffisent. 


DESTRUCTION DES GERMES BANAUX. — La pénicilline G, additionnée a 
raison de VI gouttes de la solution 4 5.000 U. O. par centimétre cube, 
pour 1 cm® de culot de centrifugation, détruit en deux heures de 
contact tous les germes banaux, sans nuire au bacille de Koch. Le 
réajustement préalable du pH 4 la neutralité, en présence d’une goutte 
de tournesol, favorisera l’action de l’antibiotique et entrainera une 
meilleure tolérance a l’inoculation de la part du cobaye. 


(4) Ces Annales, 1947, 73, 398. 
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LA TECHNIQUE. — Les expériences relatées nous ont amené & appliquer 
la technique suivante : a 

a) Fluidification : 4 1’étuve, de 5 cm® de crachats additionnés de 
II gouttes de soude a 15 p. 100 (vingt-quatre heures). : 

b) Centrifugation : aprés addition d’environ dix volumes d’eau dis- 
tillée (vingt minutes & 3.000 tours-minute). 

c) Neutralisation du culot, en présence d’une goutte de tournesol, 
et addition de VI goultes de pénicilline G par centimétre cube. 

d) Inoculation au cobaye ; injection rendue facile, le produit étant 
exempt de fragments qui refusent ordinairement de traverser l’aiguille. 

Cette préparation semble particuliérement intéressante au moment 
ou, grace aux travaux de Dubos, le cobaye est sur le point d’étre rem- 
placé par la souris en tant qu’animal de choix. 


(Laboratoire central des Villages-Sanatoriums de haute altitude, 
Praz-Coulant, Haute-Savoie.) 


PREMIER CAS CHINOIS DE MALADIE D’AUJESZKY 


par Y. Ca. LIEOU et C. C. KOUO. 


La maladie d’Aujeszky, entité morbide décrite pour la premiére fois 
en Hongrie en 1902 (1) et dont l’existence a été démontrée depuis dans 
beaucoup de pays (2), n’a jusqu’d présent, croyons-nous, pas encore 
été signalée en Chine, ni méme peut-étre en Asie orientale, le premier 
cas asiatique ayant été rapporté en Asie mineure (38). 

Voici dans quelles circonstances nous avons été amenés & isoler un 
virus de cette maladie chez un chat a Changhai. 


I. DoNnNSES CLINIQUES D’APRES LES RENSEIGNEMENTS FOURNIS PAR LA PRO- 
PRIETAIRE DU CHAT MALADE ET PAR LE VETERINAIRE AYANT OBSERVE CE 
cHaT, — M™ QO, L..., Russe, résidant dans le quartier central de 
Changhai, remarque le 5 janvier 1947 que son chat est alteint de trou- 
bles -digestifs : vomissements répétés et diarrhée. Etat stationnaire les 
jours suivants. Le 7 janvier 1947, l’animal présente une sialorrhée 
abondante et de l’inquiétude dans le regard. M™* O. L..., en le mani- 
pulant, est mordue a Ja main droite (petite morsure, trés superficielle). 
Ne se soumet aussitét au traitement antirabique. Le 8 janvier, un 
voisin & qui elle demande de l’aider 4 immobiliser cet animal, est 
également mordu aux deux mains, ce qui motive pour lui aussi un 
traitement antirabique. Le méme jour, le chat est envoyé chez le vété- 
rinaire B... qui note, outre une salivation abondante, une parésie du 
train postérieur. L’animal meurt dans Ja nuit du 8 au 9 janvier. 


(1) A, Auseszky, Zentralbl. Bakt., 1902, 353. 


(2) P. Remuicer et J. Bamty, La maladie d’Aujeszl 3 ss 
tee ae Jeszky, 1938, 8 (Masson 


(3) Zexar MuammMen Tunomann, Bull. Acad. Méd., 1937, 148, 240. 
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Diagnostic clinique porté par le vétérinaire : rage. Pour confirmation, 
la téte de l’animal est envoyée a l'Institut Pasteur de Changhai. 


HI. RSSULTAT DES EXAMENS DE LABORATOIRE. — a) Examen histopatho- 
logique. — La corne d’Ammon de ce chat est traitée suivant la tech- 
nique histologique utilisée depuis 1942 aA l'Institut Pasteur de 
Changhai (4) : fixation des piéces dans le liquide de Zenker, inclusion 
dans la paraffine, coloration des coupes par la méthode de Lépine (5). 

Les préparations ainsi traitées montrent de 1’infiltration leucocytaire 
autour des vaisseaux et de la neuronophagie, ce qui indique nettement 
la nature inflammatoire de la maladie. En ouire, on constate des 
inclusions oxyphiles de forme arrondie ou ovalaire ressemblant tout 
a fait aux corps de Negri : ayant un diamétre variant de 4-5 a 2-3 y, 
ils sont colorés en rouge et se trouvent & l’intérieur du protoplasme 
des cellules. Il existe enfin d’autres éléments arrondis également 
oxyphiles, de dimensions plus petites (1-2 uw) et qui sont extra-cellu- 
laires ; on en trouve méme dans des capillaires. 

b) Inoculations expérimentales. — Le 13 janvier nous inoculons par 
voie intracérébrale un lapin (lap. 91) avec du bulbe rachidien du chat 
suspect, bulbe conservé en glycérine & + 5° depuis le 9 janvier 1947 
(an quart de centimétre cube d’une émulsion A 1 p. 100 de substance 
nerveuse dans de l’eau physiologique). Le 16 janvier ce lapin meurt. 
Faute d'une observation soutenue, nous ne pouvons décrire les signes 
présentés par cet animal avant sa mort. Néanmoins, aprés vérification 
de la stérilité de l’encéphale et du sang du cceur de cet animal sur_ 
milieux aérobies et anaérobies, un autre passage est pratiqué a pactir 
du bulbe du lapin 91 dans le cerveau d’un second lapin (lap. 92) le 
27 janvier 1947. En méme temps, avec le reste du bulbe du chat, on 
fait une inoculation intradurale 4 un autre lapin (lap. 98). 

Le lapin 92 meurt d’une facon foudroyante (vingt-deux heures aprés 
Vinoculation expérimentale). Comme signes cliniques, en dehors d’une 
certaine angoisse chez l’animal avant de mourir, on ne peut rien noter 
de particulier. 

Deux autres lapins (lap. 94 et lap. 95) sont inoculés le 10 février 
1947 toujours par voie iniracérébrale, respectivement avec le bulbe 
rachidien du lapin 91 et avec celui du lapin 92. Le lapin 95 (inoculé 
avec le bulbe du 92) meurt vingt-deux heures aprés |’inoculation 
comme le lapin 92. Le lapin 94 (inoculé avec le bulbe du 91) devient 
manifestement malade dés le surlendemain (12 février 1947): i] ne 
mange plus, montre une certaine inquiétude et présente une salivation 
abondante. L’aprés-midi, il porte souvent les deux pattes antérieures 
sur le front, comme pour se débarrasser de quelque chose qui le géne- 
rait; puis, avec ses pattes postérieures, l’animal se gratte furieusement 
la téte, spécialement le cété ot se situe le point d’inoculation. Les 
accés de grattage furicux se rapprochent de plus en plus et finissent par 
ne laisser aucun repos 4 l’animal. Jusqu’au soir, on ne remarque pas 


(4) J. Raynat, Y. Ch. Lizou et C. C. Kouo, Etudes sur la rage. Mono- 
graphie de J’Institut Pasteur de Changhai, 1946, 12 (Imprimerie de Tou- 
Sé-We, Changhai). 

(5) P. Liping, in C. Levaprtr et P. Lipine, Les ultravirus des Maladies 
humaines, 1938, 1101 (Maloine); id., C. R. Soc. Biol., 1935, 119, 804. 
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de parésie nette des quatre membres. Le lendemain matin, le 13 février 
1947, l’animal est trouvé mort dans la cage, couché sur le coté droit. 

Avec le bulbe rachidien de ce lapin (lap. 94) on inocule, le 18 {évrier 
1947, un lapin (n° 96) par voie intraoculaire (2/10 de centimétre cube 
d’une émulsion de 1 % dans l’eau physiologique) et un autre lapin 
(n° 98) par scarification sur la peau rasée du dos (2/10 de centi- 
metre cube de la méme émulsion étalée sur peau scarifiée). Le lapin 96 
est mort le 20 février 1947 et le lapin 98 le 23 février 1947, aprés avoir 
présenté un prurit intense au niveau de la région inoculée, l’animal 
se grattant furieusement sans arrét avant de mourir. 

L’examen histopathologique d’un ganglion spinal du dernier lapin 
montre les lésions cellulaires suivantes: disparition de la substance 
de Nissl, coloration acidophile du protoplasme et envahissement de 
granulations acidophiles dans le noyau dont le nucléole se trouve trés 
alléré ou a complétement disparu. 


III. Discusston. —- a) De quelle maladie est mort le chat? — D’aprés 
les données cliniques fournies par la propriétaire et complétées par le 
vétérinaire, il paraissait s’agir d’un cas de rage chez le chat a l’origine 
de cette observation. Le vétérinaire, qui a une grande expérience de 
la rage des animaux domestiques, était assez affirmatif & ce sujet. La 
présence d’inclusions oxyphiles intracellulaires dans des préparations 
histo-pathologiques pourrait également servir d’appui A ce diagnostic. 
Mais nous savons que chez le chat normal, on peut rencontrer des 
formations dans la corne d’Ammon prétant 4 confusion avec les corps 
de Negri véritables (6). D’aulre part, on constate dans notre cas des 
éléments (infiltration périvasculaire et neuronophagie) que générale- 
ment on ne voit pas dans la rage avec autant d’intensité, d’ow ia 
nécessité de recourir A des inoculations expérimentales. 

Chez les deux premiers lapins inoculés, bien que, en raison de 
l’évolution foudroyante, on n’ait pu noter de signes pathognomoniques 
d’une maladie caractérisée, l’incubation trés courte (1-8 jours) nous 
amenait & envisager la possibilité d’une maladie d’Aujeszky. Les pas- 
sages ultérieurs montrant le prurit caractéristique de cette maladie 
transforment cette possibilité en probabilité (7). Celle-ci devient méme 
quasi-certitude par suite de l’examen anatomo-pathologique d’un gan- 
glion spinal du lapin 98 inoculé par scarification de la peau; des cel- 
lules nerveuses de cet organe sont en effet atteintes de lésions sem- 
blables 4 celles décrites par Weston Hurst (8) comme spécifiques de la 
maladie d’Aujeszky. On peut donc dire que le chat est mort de la 
maladie d’Aujeszky malgré l’absence de tout prurit chez cet animal 
(d’aprés les déclarations de la propriétaire et du vétérinaire). 

b) Comment ce chat a-t-il pu étre contaminé ? — A cette question, 
on ne peut répondre que par des hypotheses. D’aprés des renseigne- 
ments donnés par la propriétaire, deux semaines avant la maladie du 
chat, un autre chat paraissant malade serait entré dans la maison. 


(6) Necri-Luzzant, ces Annales, 1913, 27, 1039. 

(7) On peut exclure toute possibilité Mune affection causée par bacté- 
ries pathogénes, le cerveau de chaque passage s'avérant stérile sur les 
milieux aérobies et anaérobies. 

(8) Weston Hurst, J. exp. Med., 1933, 58, 416. 
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D’autre part, depuis quelque temps, il y aurait eu beaucoup de rats 
morts dans le voisinage immédiat. Une enquéte épidémiologique serait 
tres intéressante. Nous proposerons de la mener si les circonstances 
le permettent. 


IV. Résumé Er concLusion. — 1° L’examen de l’encéphale d’un chat 
mort apres cing jours d’une affection ressemblant 4 la rage a donné 
lieu : 

a) Aux constatations histopathologiques suivantes : inclusions inira- 
cellulaires oxyphiles, infiltration périvasculaire et neuronophagie. 

6) Aux inoculations au lapin, par passages en série, avec prurit 
earactéristique et issue fatale en irés peu de temps: vingt-deux A 
soixante heures par voie intracérébrale, cing jours par scarification de 
la peau ; dans le ganglion spinal d’un lapin mort aprés l’inoculation 
par cette derniére voie, on constate les lésions cellulaires décrites par 
Weston Hurst dans la maladie d’Aujeszky. 

2° Ces faits nous autorisent A poser le diagnostic de maladie d’Au- 
jeszky et, par conséquent a signaler, pour la premiére fois, l’existenve 
de cette maladie en Chine. 


(Unstitut Pasteur de Changhai.) 


UN CAS D'INFECTION A SALMONELLA THOMPSON 


par M™* J. GRABAR et L. LE MINOR. 


Le 27 septembre 1946, le professeur Mollaret nous adresse un pré- 
lévement de sang d’un de ses malades, afin d’y pratiquer un séro- 
diagnostic. Voici le résumé de l’observation qu’il a bien voulu nous 
communiquer : le D? B... Maurice, 39 ans, présente, a partir du 24 aoltt 
1946, au retour d’un voyage en Savoie, une asthénie croissante avec 
torpeur, anorexie et quelques frissons. La température s’éléve a 40°3 
le 26 aout, en méme temps que se surajoutent céphalée, douleurs 
articulaires et musculaires, hyperestésie cutanée, insomnie et cauche- 
mars. Le diagnostic porté au début est celui d’une leptospirose a 
forme méningée. Mais dans un second temps apparait un ictére intense 
avec légére albuminurie ; la température persiste élevée ainsi que 
l’asthénie, malgré l’administration de pénicilline (500.000 unités par 
jour pendant trois jours); aprés une évolution par poussées successives 
dont la plus intense se situe le 13 septembre, se produit une sédation 
des signes fonctionnels, puis de la fiévre. Convalescence lente, mais 
sans incidents. Aucune séquelle 4 un an de distance. 

Voici le résultat du séro-diagnostic dissocié pratiqué le 27 septembre 
1946 : Eberth O 1/100. Eberth H 1/100 (agglutinats trés fins), Para A 
et B (O et H) négatif. Le sérum n’a malheureusement pas été examiné 
vis-’-vis d’une suspension de Salmonella paratyphi C. Comme Je malade 
était alors guéri et qu’il avait autrefois été vacciné, ce qui pouvait 
expliquer les agglutinations vis-i-vis des suspensions de bacilivs 
d’Eberth, nous avons demandé un échantillon de selles pour tenter 
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Wisoler une Salmonelle pathogéne. Le 2 octobre 1946, la culture sur 
railieu au vert brillant de Kristensen permit d’isoler un germe dont 
voici les caractéres : 

Bacille Gram négatif, mobile, ne liquéfiant pas la gélatine, ne fer- 
mentant ni le lactose, ni le saccharose, mais fermentant avec gaz le 
glycérol, le xylose, l’arabinose, le glucose, la mannite, la dulcite et 
le maltose. Le rouge neutre était réduit, le germe produisait de 1'H*S 
et poussait sur les milieux au tartrate et au citrate de soude. Biolo- 
giquement, il s’agissait donc d’une Salmonelle, L’agglutination sur 
lame dans les sérums polyvalents de ]’Institut Pasteur n’était posi- 
tive que dans le sérum anti-para C et morphologiquement granulaire, 
du type O. Ce germe agglutinait de plus dans le sérum anti O VI-VII, 
et particuligrement dans le sérum O VI-VIII. L’agglutination dans le 
sérum H non spécifique 1,5 était immédiate. Nous nous trouvions donc 
en présence d’une Salmonelle du groupe C ayant comme antigéne 
O VI-VII et comme H non spécifique 1,5. L’agglutination vis-d-vis des 
sérums antic, anti d, anti g m, anti m t, était négative. Par contre, 
Vagglatination dans les sérums anti k et anti r était positive. Ces 
deux derniers sérums H provenaient de l'Institut sérothérapique 
danois. Nous ne pouvions tenir compte de l’agglutination dans le sérum 
anti r, plusieurs souches ne possédant pas l’antigéne r s’y agglutinant. 
Par contre, le sérum anti k était spécifique, ce qui permit de déter- 
miner la souche comme une Salmonella Thompson. 

Nous avons préparé un sérum agglutinant en injectant a un lapin 
la souche vivante. L’agglutination en tubes donne le titre de 1/400 
vis-A-vis d’une suspension O de Salmonella Thompson de collection, 
1/200 vis-’-vis d’une suspension de para C O et 1/100 vis-a-vis d’une 
suspension de la souche O 901. Ces résultats confirment le diagnostic 
el permettent d’ajouter A la formule antigénique le facteur XII comme 
le montre l’agglutination vis-d-vis de la suspension O 901. En effet, le 
sérum saturé avec une suspension de la souche O 901 chauffée deux 
heures 4 100° n’agglutine plus qu’avec des germes du groupe C. 

La Salmonella Thompson a été décrite pour la premiére fois par 
Scott en 1926. Kaufmann en 1931 décrit la variation Berlin qui ne 
contient pas de phase spécifique. Les 2 types provoquent des gastro- 
entérites aprés ingestion de viandes contaminées par ce germe. A notre 
connaissance, c’est le premier cas décrit en France d’infection d Sal- 
monella Thompson. 

(Institut Pasteur.) 


ESSAIS DE CULTURE DE BK DANS LE MILIEU DE DUBOS. 


par J. VALTIS, F. van DEINSE et J. SOLOMIDES, 


KR. J. Dubos (1) a imaginé un milieu liquide pour la cullure du 
BK, constitué de la facon suivante : 


(1) R. J. Dusos, J. exp. Med., 1946, 83, 409. 
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es rar oicin ce mame! erty. pemiah oUt ee ek hs ge 1g. 
BS ep RMA MIIPS bil “sii Sede Sey scce mim edige ds 6,3 ¢g 
Phosphate Monopotassique <<, ... ssc evel mes 1g. 
STIS gt (OILS Sova CG a preted a Oe are AB 1,5 g. 
nw UTS ECG ee eee. oe De ae ee ae Nee 1.000 cm? 
Faire dissoudre et ajouter : 
Suliale teres emt ceP, who MALY GUS oan 0,6 g. 
Le pH de cette solution oscille entre 6,4 et 7,5; il est inutile de 


Vajuster. 
On ajoute ensuite le « Tween 80 » 4 raison de 5 cm‘ d’une solution 
dans l’eau distillée & 10 p. 100. 


Le « Tween 80 » est un lipide soluble dans l’eau et fait partie d’une 
série d’esters d’acides gras 4 longue chaine, utilisés dans l’industrte 
en raison de leur influence sur la tension superficielle. 

Le milieu ainsi préparé est réparti en tubes de 22 A raison de 10 cm? 
par tube, puis stérilisé 4 ]’autoclave 4 120° pendant 15 A 30 minutes. 

Le milieu une fois refroidi, on ajoute de l’albumine sérique bovine 
desséchée (« sérum fraction 5 ») a raison de 0,1 a 0,3 p. 100, c’est- 
a-dire 5 g. de protéine dissoute dans 100 cm® d’eau distillée; on ajoute 
2 g. de NaCl, et on chauffe 4 56° pendant 1/2 heure. Aprés filtration 
sur bougie Chamberland L,, on ajoute 0,5 cm* de cette solution dans 
10 cm® de milieu. 

Dubos insiste sur Je fait qu’il est essentiel de ne pas garder longtemps 
le milieu contenant en méme temps le « Tween 80 » et la « fraction 5 ». 
Le mieux est de préparer le milieu immédiatement avant |’utilisation. 

D’aprés Dubos, le « Tween 80 » permet le développement diffus, 
homogéne, de la culture de BK, et la « fraction 5 » facilite grandement 
le départ précoce de celle-ci et poss¢de en méme temps un pouvoir 
neutralisant sur l’action toxique des acides gras a longue chaine sur 
le BK. ; 

Dubos, en ensemencant dans ce milieu des doses de B. aviaires ou 
humains de 10-7 mg., obtient un développement visible 4 partir du 
huitiéme au onziéme jour. La culture se présente alors sous forme d’un 
trouble homogéne, sans formation de voile 4 la surface. Les bacilles, 
dans ces culiures, ont l’aspect de batonnets acido-résistants lisses, sans 
granules, tout au moins dans les cultures jeunes. Des cultures typiques 
homogénes ont été obtenues par Dubos, aprés ensemencement de son 
milieu avec des crachats humains tuberculeux (traités par de la soude’ 
ou de fragments d’organes d’animaux tuberculeux. 

Nous avons voulu, de notre cété, essayer ce milieu que nous avons 
préparé selon les indications de l’auteur (2). Nous avons, 4 plusieurs 
reprises, ensemencé dans ce milieu liquide des suspensions de BK 
bovins ou humains aux doses de 0,1 4 0,01 mg. D’autre part, nous y 
avons ensemencé des BK pris sur des cultures sur pomme de terre 
glycérinée, émulsionnées préalablement dans le milieu de Dubos. Dés 
le cinquiéme jour, nous avons observé un développement sous forme de 
dépot, laissant clair le liquide surnageant. Fn agitant le tube A ce 


(2) Le « Tween 80 » nous a été gracieusement envoyé, A notre demande, 
par Ja « Atlas Powder Cy » 4 Wilmington (U. S.), ainsi que la « fraction 5 » 
par « Armour et Cy » de Chicago, que nous tenons a remercier ici. 
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moment, on voit se lever un trouble léger non homogene, granulaire. 
Mais & partir du huitiéme jour, l’agitation du tube provoque un trouble 
homogéne laiteux. Sans agitation, la culture reste sous forme de dépot 
slaireux au fond du tube, Ce n’est qu’exceptionnellement que la cul- 
iure se développe d’emblée sous forme d’un trouble homogéne. Réen- 
semencée sur le méme milieu, la culture se développe de la méme 
facon, et réensemencée sur milieu a l’ceuf de Léwenstein, elle donne 
naissance A des cultures microscopiquement typiques. Au microscope, 
les BX cultivés dans le milieu de Dubos se présentent en. amas composés 
de BK acido-résistants granulaires de forme pluldt courte. 

Par contre, l’ensemencement d'organes de 3 cobayes tuberculeux 
dans plusieurs tubes de ce milieu n’a donné aucune culture. Ces ense- 
mencements ont été pratiqués directement par prélévement stérile de 
fragments de rate et de ganglions, sans aucun, traitement. Cependant, 
l’ensemencement de ces mémes organes sur milieu de Léwenstein a 
donné naissance & des cultures abondantes de BK. 

P. Hauduroy et W. Rosset (3) ont été les seuls en Europe, 4 nolre 
connaissance, qui aient essayé ce méme milieu jusqu’ici, et ces auteurs 
n’ont pu confirmer les résultats de Dubos en ce sens que leurs cultures 
n’étaient pas homogénes, & l'exception du B. aviaire qui, en quarante- 
huit heures, leur a donné des cultures homogénes trés abondantes. 
Les B. bovins et humains ont donné, entre leurs mains, des cultures 
granulaires, ou exceptionnellement. trés légérement homogénes, diffi- 
cilement repiquables. I] est & noter que ces auteurs n’ont pas eu a Jeur 
disposition la « fraction 5 », qu’ils ont remplacée par du sérum de 
mouton ou de boeuf chauffé pendant trente minutes a 55°. 

Conclusion, —- D’aprés nos expériences, le milieu de Dubos se préte 
4 la culture précoce du B. bovin et humain. Mais jusqu’ici, nous 
n’avons pas réussi & obtenir des cultures sur ce milieu en partant 
@organes tuberculeux. D’autre part, la culture dans ce milieu ne sé 
présente pas sous forme homogéne, a de rares exceptions prés. Toule- 
fois, lun de nous s’en est servi avec succes pour Je litrage de certains 
produits antibiotiques pour le BK. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la Tuberculose.) 


ACTION D'UN ANTIGENE TYPHIQUE PURIFIE 
SUR LE SYSTEME CIRCULATOIRE PERIPHERIQUE 
DU LAPIN 


par Paut BOQUET, Arsgnr DELAUNAY, Yvonne LEHOULT 
et Jacquetinn LEBRUN. 


5 mec a la dose de 3 4 4 cm? (soit 6 & 8 mg d’extrait sec), dans 
la yeine, sous la peau ou dans le péritoine, l’antigéne glucido-lipido- 
polypeplidique typhique tue en quelques heures des lapins de 2.000 a 


(3) P. Havpuroy et W. Rosser, C, R. Soe. Biol., 1947, 444, 169, 
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2.500 g. Peu aprés l’injection, le revétement cutané des animaux palit 
et se refroidit. Cette réaction est parfois si intense que le sang ne coule 
plus d’une incision faite dans une région ow la peau est richement vas- 
cularisée. A la période d’état, l'intoxication se traduit par de la 
polypnée, de la diarrhée et, suivant la dose d’endotoxine employée, 
par de J’hyperthermie ou de l’hypothermie. Les animaux tombent enfin 
dans le coma et meurent aprés quelques convulsions. 

En mesurant sur ces lapins les variations de la température cutanée, 
comparativement 4 celles de la température cenirale, au moyen de 
couples thermo-électriques (1), on constate, cing a quinze minutes aprés 
injection intraveineuse ou trente-cing minutes aprés l’injection intra- 
musculaire, un refroidissement rapide de la peau qui atteint 6, 8 et 
parfois 10° en dix minutes. La températune périphérique présente 
ensuite des oscillations plus ou moins étendues. [La température 
interne, stable pendant les trente minutes qui suivent ces épreuves, 
s‘éléve modérément, de 1 A 2°, & la période d’état. Elle se maintient 
a ce niveau pendant une & trois heures, puis elle s’abaisse. Les modi- 
fications de la température périphérique étant liées aux variations du 
débit des vaisseaux de la peau, il apparait que le signe initial de l’intoxi- 
cation typhique expérimentale est une vaso-constriction superficielle. 
L’examen direct du réseau vasculaire cutané confirme cette opinion. 

En procédant selon la technique que nous avons récemment 
décrite (2), nous avons observé au microscope, avec un objectif a sec 
et A un faible grossissement, les vaisseaux de l’oreille de lapins nor- 
maux et de lapins intoxiqués. (3). Chez le lapin neuf, lorsque la tempé- 
rature ambiante est constante, les petites artéres sont animées, & 
intervalles espacés, de faibles contractions semblables a celles qui ont 
été observées par B. W. Zweifach, R. E. Lee, C. Hyman et R. Cham- 
bers (4), sur les artérioles mésentériques du chien. Mais leur aspect se 
modifie si l’on injecte dans la veine ou dans le péritoine du méme 
lapin 8 4 4 cm’, soit 6 & 8 mg. d’antigéne typhique purifié selon ta 
méthode de A. Boivin. 

Aprés une période d’incubation qui n’excéde pas quinze minutes, 
une vive contraction se propage le long de ces vaisseaux. Elle est 
souvent si intense qu’elle interrompt la circulation sanguine. Elle se 
prolonge pendant plusieurs minutes, puis elle s’alténue. On voit alors 
les petites artéres s’élargir et parfois méme se dilater, mais une nou- 
velle contraction survient a bref délai. 

Ces phases successives de contraction et de relachement des arté- 
rioles de la peau du lapin, rappellent celles qu’on observe sur les 
artérioles mésentériques des cobayes soumis 4 l’épreuve de Ja méme 
endotoxine (5). Elles s’atténuent a la période préagonique et font défaut 
chez les animaux témoins auxquels ont a injecté, dans les mémes 

(1) P. Boouer, D. Bover et Y. Lenourt, C. R, Acad. Sci., 1947, 224, 1671. 

(2) P. Boguer, Y. Lenourr et A. Guicnarn, Ces, Annales, 1947, 73, 912. 

(3) P. Bogue, A. Detaunay, Y. Lenourr et J. Lesrun, C. R, Acad. Sei, 
séance du let décembre 1947. 

(4) B. W. Zwetracn, R. E. Les, C. Hyman et R. Cuampers, Ann. Surgery, 
1944, 120, 232. 

(5) A. Detaunay, Mme J. Lesrun et Mme M. Dexaunay, C. R, Acad. Scéi., 
1947, 224, 1595. 
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conditions, 3 A 4 cm’ d’eau physiologique. Des recherches antérieures 
ont démontré que, concurremment, le nombre des leucocytes diminue 
dans le sang et que les phagocytes n’émigrent plus hors des vaisseaux 
vers les substances chimiotactiques introduites dans les tissus (6). 

Dans quelle mesure le systéme sympathique local participe-t-il a 
ces réactions > . 

Des lapins, privés depuis deux A quatre jours de leur ganglion cer- 
vical supérieur droit, sont éprouvés comme les précédents. Dans Voreille 
normale et dans l’oreille énervée, les artérioles se contractent vivement, 
le nombre des leucocytes circulant diminue parallélement et le pheno- 
méne de la diapédése est inhibé (8). 

Afin de préciser Ja nature de ces phénoménes, des lapins inloxiques 
par le méme antigéne ont été soumis a |’épreuve de la fluorescéine (7) 


Fic. 1. — Les petits vaisseaux de loreille d'un lapin normal. 
a, artérioles. 


Substance de faible poids moléculaire dépouryue de nocivité, la fluo- 
rescéine est dissoute 4 chaud dans la proportion de 5 g. pour 100 cm®* 
de solution saline physiologique, légérement alcalinisée par du bicar- 
bonate de sodium, puis injectée 4 la dose de 1 cm* dans la veine auri- 
culaire du lapin de 2.500 g. et de 0,5 cm* dans la veine saphéne du 
cobaye de 300 g. Elle est mise en évidence, quelques secondes plus tard, 
dans les vaisseaux superficiels par un procédé physique qui consiste A 
exposer l’animal d’épreuve aux radiations ultraviolettes. L’intervaile 
compris entre le moment de J’injection et l’apparition de Ja fluorescence 
a la nictitante chez le lapin, ou dans la peau thoraco-abdominale du 
cobaye est le temps que met le sang 4 se rendre du lieu de injection 
i la région examinée. Ce temps de circulation est normalement de cing 
4 neuf secondes pour le lapin et de cing A sept secondes pour le cobaye. 
Chez les animaux qui présentent une intoxication par 1’antigéne 
typhique purifié, le temps de circulation est inchangé pendant l’heure 
qui suit linjection, en dépit du développement des réactions vaso- 


(6) A. Detaunay et J. Pacts, Ces Annales, 1945, 74, 431. 


(7) P. Boguet, A. Drraunay, J. Lesrun et Y. Lrenourt, C. R. Soe. Biol. 
1947, 456, 272, 
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motrices cutanées. A mesure que l’intoxication se prolonge, le temps de 
circulation augmente. A la période préagonique, il atteint sept a vingt 
secondes chez le lapin, treize, seize, dix-huit et méme quarante-cing 
secondes chez le cobaye. , 

La réaction vasomotrice superficielle est-elle de nature & modifier la 
pression artérielle > Enregistrée pendant quarante-cing minutes aprés 
Vinjection intraveineuse d’endotoxine typhique, c’est-d-dire pendant la 
période ou les artérioles de la peau se contractent activement, la pres- 
sion carotidienne des lapins d’épreuve demeure normale. Elle baisse 
progressivement au cours du coma qui précéde l’agonie (8). 

Ces résultats nous autorisent A conclure qu’indépendamment d’une 
modification de la pression artérielle et du temps de la circulation 


Fic. 2. — Les mémes vaisseaux trente minutes aprés l'injection intraveineuse 
d'endotoxine typhique. Les artérioles sont contractées. 


sanguine, la réponse initiale de l’organisme 4 1’épreuve de |’antigéne 
typhique purifié est une constriction des artérioles de la peau. Ils 
démontrent que cette réaction et les phénoménes concomitants, !a 
leucopénie et l’inhibition de la diapédése ne sont pas abolis lorsqu’on 
supprime l’innervation sympathique locale. Ils permettent enfin d’éta- 
blir un rapprochement entre les manifestations vasculaires cutanées 
de 1’intoxication typhique expérimentale et celles qui ont été récemment 
décrites par R. G. Abell et H. P. Schenck (9) au cours du choc ana- 
phytactique et par J. P. Levinson avec H. E. Essex (10) au cours du 
choc traumatique. 

En se fondant sur les expériences de A. Boivin et Mesrobeanu (11) 
concernant l’action hyperglycémiante de l’antigene  glucido-lipido- 


(8) P. Booguer, A. Detaunay, Y. Lesourr et J. Lesrun, C. R. Soc. Biol., 
1947, 156, 269. 

(9) R. G. Apert et H. P. Scuencx, J. Immunol., 1938, 34, 195. 

(10) J. P. Levinson et H. E. Essex, Proc. Soc. exp. Biol: a: Med:, 1943, 


52, 361. 
(11) A. Borvin et Mesropeanu, C. R. Soc. Biol., 1934, 147, 273. 
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polypeptidique des bactéries, et sur celles de E. W. Dennis (12) qui a 
observé la disparition de la substance chromaffine des surrénales du 
lapin trois heures aprés l’injection du méme antigéne, on inclinerait a 
penser que la vaso-constriction ainsi constatée est la conséquence d une 
libération d’adrénaline. Mais si on compare le développement progressif 
de la réaction vasculaire A la stabilité de la pression artérielle, il appa- 
rait que sous l’influence de l’endotoxine typhique lVorganisme met 
vraisemblablement en jeu d’autres facteurs humoraux ou neuro-vég6é- 
talifs. 
(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


DUREE DE CONSERVATION DU POUVOIR ANTIGENE 
DU VIRUS DE LA MALADIE DE NICOLAS ET FAVRE 
(LYMPHOGRANULOMA VENEREUM) 


par P, LEPINE, J.-C. LEVADITI et L. REINIE. 


Aprés que [rei (1) eut en 1925 prouvé que lVinjection intradermique 
de pus ganglionnaire provenant de malades atteints de la maladie de 
Nicolas et Favre (Lymphogranuloma venereum) détermine une réaction 
d'une spécificité presque absolue chez les sujets atteints de la maladie, 
ilellerstr6m et Wassen (2) ont, lors de la découvrte du virus, agent 
pathogéne de la maladie, constaté la valeur antigénique du névraxe 
des singes infectés expérimentalement par voie intracérébrale. Ces faits 
controlés par Kleeberg et Cohn (8) ont été appliqués par C. Levaditi, 
bP. Ravaut, P. Lépine et M¥° R. Schoen (4) lesquels ont précisé la valeur 
de la réaction de Frei et préparé un antigéne simien destiné au 
diagnostic de la maladie humaine. 

Un tel antigéne se conserve plusieurs semaines a la température du 
laboratoire, quelques mois & + 4° C, mais cette conservation peut ¢tre 
prolongée plus longtemps encore, sans faire appel aux procédés de 
lyophilisation par utilisation du froid & — 24° C. 

Celle technique nous a permis Jes constatations suivantes. 

Les exemples choisis n’ont pas fait l’objet d’une étude systématique 
mais ont permis pendant toute la durée de l’occupation de conserver 
un stock d’antigénes suffisant pour la pratique clinique malgré la 
pénurie de singes réceptifs. 


1. ANTIGENE PREPARE AVEC LE CERVEAU DU « CYNOCEPHALUS BABUIN » 
n° 67. — Ce singe inoculé le 23 juin 1942 est sacrifié sept jours aprés 


(12) E. W. Dennis, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1939, 42, 553. 
1) Pret, Klin. Woeh., 1925, n° 45, 2148 et Derm. Wochenschr., 1932, 95, 


old. 


(2) S. Hetrersrrém et E. Wassen, Congrés Intern. de Derm. de Copen- 
haque, 1930, 2047. 

(3) KiEEBperc et Cony, Derm. Wochenschr., 1931, 92, 580 et 1933, 96, 342. 

(4) C. Levapitr, P. Ravaut, P. Lérwve et R. Scuoen, Bull. Acad, Méd., 
1931, 406, 331 et Ces Annales, 1932, 48, 27, 
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Vinoculation. Aprés contréle de stérilité et controle histologique, la 
corticalité de son cerveau est utilisée pour préparer 1.000 cm* d’anti- 
géne de Frei. Cet antigéne est conservé A — 24°. Titré dans le service 
du Professeur Rachet, il provoque, chez les malades atteints de lympho- 
granulomatose inguinale, une réaction d’intensité moyenne et ne 
détermine aucune réaction chez les témoins. Il constitue donc un anti- 
géne utilisable. Trois ans plus tard, en juin 1945, il demeure encore 
un bon antigéne de Frei. Enfin, en février 1946, sa valeur antigénique 
est encore intacte, il est toujours classé comme antigéne bon A délivrer. 

La conservation de cet antigéne 4 — 24°C a donc été d’au moins 
trois ans et huit mois, sans baisse appréciable de sa sensibilité et de 
sa spécificité. 


II. ANTIGENE PREPARE AVEC LE CERVEAU DU SINGE « CYNOCEPHALUS 
BABUIN » n° 70. — Ce singe, inoculé par voie intracérébrale le 5 mars 
1943 est sacrifié le huitiéme jour aprés l’inoculation. Les cultures de 
contréle étant stériles et les lésions histologiques intenses, le cerveau 
est utilisé pour la préparation de 1.200 cm* d’antigéne de Frei. En 
1943, 1944, 1945 et 1946, cet antigéne conserve constamment sa valeur. 
En novembre 1947, aprés quatre ans et huit mois de conservation a 
— 24°, il est titré A nouveau et détermine toujours des réactions d’égale 
intensité. Les intradermo-réactions de contréle, effectuées avec un iol 
d’ampoules eonservées 4 + 4° pendant le méme délai, confirment la 
perte de tout pouvoir antigénique a cette température. 


III. AnricknE PREPARE AVEC LE CERVEAU DU SINGE « CYNOCEPHALUS 
BABUIN » n° 35. — Ce singe inoculé le 22 janvier 1946 est sacrifié le 
sixiéme jour et son cerveau est conservé a la glaciére 4 — 24° CG. La 
valeur antigénique du névraxe est titrée le 15 mars 1946 et constitue 
un trés bon antigéne. En décembre 1946, méme valeur antigénique. 
Le 28 octobre et le 12 novembre 1947, les réactions de Frei pratiquécs 
a différents malades ont donné des réponses identiques. Sa conservation 
dépasse donc vingt-deux mois. Il est actuellement encore en usage. 

D’autres antigénes avaient été préparés et conservés de semblable 
maniére, mais ils ont été délivrés trop rapidement pour pouvoir étre 
Vobjet d’une conservation aussi prolongée. 

Tl est A remarquer que ces délais de conservation sont du méme ordre 
de grandeur que ceux observés par Durieux et Arquié (5) 4 Dakar 
pour des antigénes soumis au préalable 4 Ja lyophilisation (quatre 
années de conservation sans observer aucune baisse de la valeur anti- 
cénique). 

Actuellement, 4 la suite des travaux de MacKee, Rake et Shaffer (6) 
des antigénes vitellins sont préparés 4 l'Institut Pasteur en inoculant 
dans des ceufs embryonnés une souche virulente isolée par Rake aux 
U.S. A., souche spécialement adaptée 4 la culture dans l’cuf. La 
conservation de la suspension antigénique est faite dans les mémes 
conditions que celle de l’antigéne simien. Mais le recul n’est pas 


(5) C. Durirux et E. Arourt, Rapport sur le fonctionnement de l'Institut 
Pasteur @A. O. F. en 1948, 74. 

(6) C. MacKer, G. Raxe et M. Suarrer, Proc. Soc. exp. Biol. Med., 1940, 
44. 410. 
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encore suffisant pour indiquer la durée entiére de sa conservation. 
L’exemple suivant prouve qu'elle dépasse au moins plusieurs mois. 

Le 3 mai 1947, des sacs vitellins d’ceufs de poule en incubation 
depuis six jours sont infectés ; ils sont prélevés six jours aprés |’inocu- 
lation. Le 12 mai 1947, ils sont broyés, mis en suspension en eau 
physiologique phéniquée & 0,5 p. 100, puis placés 4 37° pendant vingt 
et un jours suivant la technique de Nigg et Bowser (7). Aprés ce délai, 
la suspension est conservée A la glaciére 4’ — 24°C. Cet antigéne 
éprouvé a différentes dates a donné constamment des réponses d’une 
égale intensité lorsqu’il est injecté par voie intradermique a des 
malades atteints d’anorectite ulcéro-végétante, d’urétrite amicrobienne 
spécifique (type Welsh) ou d’infection inapparente. Utilisé récemment 
(le 12 novembre 1947), la valeur antigénique était intacte. 

Cet antigéne vitellin conservé A la glaciére 4 — 24° n’a subi de ce 
fait aucune atténuation notable depuis six mois qu’il a été préparé. 


Conciusion. — Sous l’influence du froid 4 — 24° C, sans lyophilisation 
préalable, l’antigéne de Frei d’origine simienne conserve ses propriétés 
antigéniques intactes apres quatre ans et huit mois de conservation 
et l’antigéne vitellin est toujours aussi actif six mois au moins aprés 
sa préparation. Des délais de conservation plus prolongés prouyveront 
seuls la limite de cette durée de conservation, les chiffres donnés 
n’étant nullement limitatifs. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


DOSAGE SIMPLE ET RAPIDE DE LA PENICILLINE 
. ET DE LA STREPTOMYCINE 
DANS LES SOLUTIONS, LES EMULSIONS, 
LES POMMADES 


par G, SANCHEZ et A. LAMENSANS. 


Nous ne présentons ici que la technique d’une méthode de dosage 
particuliérement rapide, nous proposant d’en commenter les détails 
par ailleurs. 

Le principe en a déja été exposé (1) : Lactobacillus bulgaricus se 
multiplie dans le lait 4 45° C avec une extréme rapidité, provoquant 
la coagulation du milieu en deux heures trente. Le développement 
de ce germe est inhibé d’une maniére constante par de faibles concen- 
trations de pénicilline, de streptomycine ou de tyrothricine. La 
méthode des dilutions permet de comparer I’activité d’un antibiotique 
de référence avec celle de produits A tester. 

Nous avons mis au point deux méthodes : 

L’une concerne les produits contenant au moins 0,3 unité Oxford 


(7) C. Nico et B. Bowser, Proc. Soe. exp. Biol. Med., 1943, 53, 192. 
(1) G. Sancwez et A. Lamensans, C. R. Acad. Sci., 1947, 224, 1189. 
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par centimétre cube pour la pénicilline ou 1 unité Waksman pour la 
streptomycine. Elle est utilisable pour le titrage des solutions courantes 
et le contréle des produits industriels (milieux de culture, opérations 
d’extraction). Elle permet le titrage des pommades et-des émulsions, 
directement, sans aucune manipulation spéciale. 

L’autre, une microméthode, détecte jusqu’A 0,03 unité Oxford de 
pénicilline, 0,1 unité Waksman de streptomycine, on peut l’utiliser 
pour les dosages cliniques et les produits dorft la concentration esl 
inférieure 4 0,5-1 unité Oxford de pénicilline ou 1-2 unités Waksman 
de streptomycine. 

Dans l’un ou l’autre cas, la briéveté de l’incubation ne nécessite 
aucune précaution de stérilité, ce qui écourte encore les manipulations. 


GreRME TEST. — Lactobacillus bulgaricus (Luasen et Kuhn) encore 


Le test de coagulation est trés visible 4 gauche. 


dénommé Thermobacterium bulgaricum par Orla Jensen. L’activité de 
la souche est entretenue par repiquage cquotidien sur lait de vache 
écrémé non dilué : 0,1 cm* d’une culture antérieure dans 10 cm* de 
milieu neuf. On laisse coaguler a l’étuve ou au bain-marie a 45° C. 
Conservée ensuite en glaciére, la souche est préte pour l’emploi dans 
les vingt-quatre heures. 


Mruirv. — Lait de vache écrémé, non dilué pour la microméthode, 
dilué & 25 p. 100 avec de 1’eau bidistillée pour la méthode ordinaire. 

On peut utiliser soit du lait frais, soit du lait écrémé en poudre, so- 
luble (100 g. de poudre pour 1 litre d’eau distillée). Le milieu réparti en 
flacons de 100 cm? est stérilisé 4 ]’autoclave : 115° pendant vingt minutes. 

Au moment de l’emploi, on ensemence a raison de : 

2,5 cm? de culture pour 100 cm? de lait non dilué ; 

1,5 cm® de culture pour 100 cm? de lait dilué 4 25 p. 100. 


LECTURE DES RESULTATS. — Elle a lieu lorsque les tubes témoins sont 
coagulés. Le test est particuliérement net. Dans les cas douteux, exces- 
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sivement rares, on introduit II gouttes de Jl’indicateur ci-dessous : 


Rouge de méthyle a 0,4 p. 100 dans alcool absolu. . . . 490 cm‘ 
Bleu de méthyléne a 4 p. 100 dans l'eau distillée. . .. . 4 cm? 


Dans ces conditions on obtient les colorations suivantes 


Pas de développement microbien....... Verte. 
Début du développement stoppé. . ..... Grise. - 
Développement microbien. ........--. Rose, rouge, avec ou 


sans coagulation. 


Un tube coloré en rose indique un développement, il est A classer 
parmi les tubes coagulés. ; 


Eranons. — a) Méthode normale ; A partir de produits cristallisés 
dont on connait le titre pondéral, préparer des solutions : 

De pénicilline & 1 U. O. par centimétre cube dans un tampon A 
DH *6;S"; 

De streptomycine 4 5 U. 'W. par centimétre cube. 

b) Microméthode : Préparer de méme des solutions 

De pénicilline A 0,2 U. O. par centimétre cube ; 

De streptomycine A 0,5 U. W. par centimétre cube. 


Mopr opérRarorrr. — a) Méthode normale : Chaque tube de dosage 
recoit au total 10 cm® ainsi répartis : 
Solution étalon oWsamiester: .. iam... . ame n ) = % 
Eau physiologiqu¢meeis .. -a0mee -. ae m S ee ee 
Milieu ensemencé (lait & 25 p. 100). ..... oom? 


bh Microméthode : Chaque tube regoit : 


Solution étalon ou a tester ou sérum. .. mn’ )., . oe 
Eau physiologique ........... igh (atte SAN He CTO 
Milieu ensemencé (lait non dilué). ... . 0.5 cm?* 


Aucune manipulation n’est faite aseptiquement, opérer en tubes 
ouverts. Le milieu peut é@tre réparti avec un rhéometre. 
Les tubes sont agités et placés & 45°C jusqu’’ coagulation des 


témoins, on attend encore quinze minutes, on retire les gammes et 
on lit les résultats. 


PREMIER cas. — La concentration des produits & tester est approzi- 
mativement connue : c’est le cas des contrdéles et des produits indus- 
triels ot l’expérience permet de calculer d’avance les dilutions a 
effectuer. 

On fait par dilution, avec de l’eau bidistillée, une solution du produit 
4 tester dont la concentration présumée sera : 1 unité par centimetre 
cube de pénicilline ou 5 unités par centimetre cube de streptomycine. 
Désignons-la par le terme « dilution N ». Cette solution diluée au 1/2 
est la dilution N/2. . 

Pour la microméthode on prépare de méme une dilution P (0,5 unité 
par centimétre cube de pénicilline ou 1 unité par centimetre cube deo 
streptomycine) et cette solution au 1/5 : P/5. 


en ee NN ee 
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Les tubes composant la gamme étalon recoivent respectivement : 


a) PéNIcILLINE. — O (tube témoin), 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 
0,50, 0,55, 0,60 cm® de solution étalon de 1 unité par centimétre cube 
pour la méthode ordinaire. 

O (tube témoin), 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 
0,50 cm® de solution étalon & 0,2 U. O. par centimétre cube pour la 
microméthode. 


6b) Srrepromycie. — O (tube témoin), 0,10, 0,15. 0,20, 0,25, 0,30, 
0,35, 0,40, 0,45, 0,50 cm* de solution étalon 4 5 U. W. par centimétre 
cube pour la méthode ordinaire. 

0,5 U. W. par centimétre cube pour la microméthode. 

Les tubes composant la gamme d’un produit a tester recoivent res- 
pectivement : 

a) Dosage normal : 1, 0,9, 0,8, 0,7, 0,65, 0,60, 0,55, 0,50, 0,45, 
0,40, 0,35, 0,30, 0,25, 0,20, 0,15, 0,10 cm? de la dilution N. 

0,75, 0,65, 0,575, 0,550, 0,525, 0,475, 0,45, 0,425 cm® de la dilu- 
tion N/2. 

b) Microméthode : 0,5, 0,4, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,125, 0,1 cm® de ia 
dilution P. 

0,4, 0,35, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,10, 0,05 cm* de la dilution P/5. 

Tous les tubes recoivent encore de ]’eau physiologique et le milieu 
ensemencé comme il est dit plus haut. 


DeuxiiME cas. — La concentration des produits a tester est inconnue 
(deux temps). 

a) Détermination de l’ordre de grandeur de la concentration : cette 
opération permet de calculer le taux de la dilution 4 employer au 
deuxiéme temps tout en donnant une approximation déja utilisable. 

Faire des dilutions au 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1.000... 

Dans une série de tubes, introduire respectivement : 1 cm?* d’une 
des dilutions successives et 9 cm® de milieu ensemencé. 

Il est possible aussi d’effectuer les dilutions directement dans les 
tubes de dosage, mais ne pas tenir compte alors de la dilution supplé- 
mentaire apportée dans le premier tube par l’introduction de 1 cm? 
de solution a tester dans 9 cm de milieu, ce premier tube constitue 
la dilution 1. 

b) Détermination précise: utiliser le taux de dilution du premier 
tube ot la coagulation ne s’est pas produite, c’est la dilution N de !a 
gamme décrite dans Je premier cas. Exemple : 

Le tube contenant la dilution 1/1.000 est coagulé; 

Le tube contenant la dilution 1/500 n’est pas coagulé, 
la dilution A utiliser est: dilution N = 1/500. , 


Catcuts. — Extrémement simples. Un exemple : 

Le premier tube non coagulé de la gamme étalon contient 0.5 U. 
Le premier tube non coagulé de la gamme étalon est celui owt I’on 
introduit 0,4 cm? de dilution 1/100 par exemple, cela veut dire que 
0.4 cm? de la dilution 1/100 de la solution a tester contiennent 0,5 U. O. 
de pénicilline; titre de la solution: 0,5/0,4 x 100 = 125 U. O. par 
centimetre cube. 
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DoSAGE DANS LES EMULSIONS ET LES PoMMADES. — Dans une fiole jaugée 
de 10 cm’, peser 1 g. d’émulsion en véhicule retard ou de pommade. 
Faire fondre au bain-marie 4 45° et compléter le volume de 10 cm* 
avec du lait non dilué porté 4 45°. Boucher et émulsionner en agitant 
vigoureusement. Opérer ensuite comme pour les solutions ordinaires, 
mais faire les dilutions avec du lait non dilué 4 45° et agiter fortement 
a chaque fois. 

Il est particulitrement important dans l'industrie de savoir déter- 
miner rapidement le moment propice pour commencer |’extraction des 
milieux. Les méthodes biologiques usuelles qui demandent dix- 
huit heures d’incubation constituent un handicap sérieux. La tech- 
nique que nous présentons permet de déterminer en deux heures trente 
avec une erreur maxima de 10 p. 100 la richesse des milieux et d’effec- 
tuer rapidement et. A tout moment le contréle des opérations. Elle ne 
nécessite qu’un matériel courant, le microbe employé n’est pas patho- 
géne, les manipulations peuvent étre effectuées & tubes ouverts sans 
précaution de stérilité par un personnel ne possédant aucune pratique 
bactériologique. 


(Laboratoire des fermentations. Laboratoire de Chimie thérapeutique B. 
Institut Pasteur de Paris.) 


SEPARATION DES DEUX ISOMERES BIOLOGIQUES 
DE L’ACIDE AMINO-BENZOIQUE (ORTHO ET PARA) 
AU MOYEN DE LA CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 


par Josepn TABONE et M'* Daisy ROBERT. 


La caractérisation et le dosage de l’acide para-amino-benzoique (P.A.B.) 
se heurtent & de grandes difficultés. 

Les réactions colorées utilisées pour caractériser l’acide P.A.B. sont 
également positives avec un certain nombre d’autres substances nor- 
malement présentes dans les milicux biologiques et surtout dans les 
hydrolysats alcalins de ces milieux qui conviennent plus encore que ces 
milieux eux-mémes a la recherche de lacide P.A.B. (1). 

Ces substances ont été certainement a Vorigine de confusions trés 
graves. 

Parmi ces substances, il en est une, l’acide ortho-amino-benzoique 
(0.A.B.), isomére biologique du P.A.B. et qui, en tant que produit 
du métabolisme du tryptophane, doit ¢tre considérée comme universel- 
lement répandue dans les milieux biologiques. Les caractéres physico- 
chimiques de l’acide O.A.B., extrémement proches de ceux de I’acide 
P.A.B., font qu’il est trés probable que Vacide O.A.B. se retrouve finale- 
ment en méme temps que l’acide P.A.B. dans les fractions hautement 


(1) " Tasong, C. Macis et J. Trorstier, Bull. Soc. Chim. biol. (sous 
presse), 


; 
Z 
- 
S, 
5 
ce 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 447 


purifices dans lesquelles certains auteurs ont cru pouvoir concentrer 
Vacide P.A.B. exclusivement. 

Dans une note précédente (2) nous avons moniré qu’il était possible 
de caractériser l’acide P.A.B. lorsqu’il était en présence de son isomére 
biologique en mettant & profit les vitesses de copulation extrémement 
différentes du monochlorhydrate de la N-g-naphtyldiéthylpropyléne- 
diamine (R. IV.) avec les sels de diazonium de ces substances. Cepen- 
dant cette méthode, si elle permet de caractériser l’acide P.A.B., 
ne permet pas de le séparer de son isomére. 

Plus tard Lederer (3) a abordé le probléme de la séparation des acides 
O.A.B. et P.A.B. 

Partant de données physico-chimiques sur lesquelles nous ne pouvons 
insister ici, cet auteur a pensé pouvoir réaliser la séparation de ces 
deux substances (absorption de l’acide P.A.B. contrairement A l’acide 
O.A.B.) en utilisant une colonne d’alumine acide et des procédés 
spéciaux de chromatographie. Cependant, les résultats n’ont pas 
répondu aux espoirs de cet auteur. Sa méthode ne convient pas a la 
séparation des deux isoméres. 

Nous avons alors pensé que la méthode de chromatographie sur 
papier proposée par Martin et Synge (4) méritait d’étre essayée. 


TECHNIQUE ET RESULTATS. — Nous ayons utilisé l’appareil proposé par 
Martin et Synge et comme support le papier Durieux (sans cendres). 
Les solvants qui nous ont donné les meilleurs résultats sont 1’alcoo! 
butylique saturé d’eau et l’alcool isoamylique saturé d’eau. En pro- 
longeant suffisamment la durée de ]’expérience, nous avons obtenu, 
avec l’alcool isoamylique, une séparation convenable des deux isoméres. 

Tl a été déposé sur le papier : 

1° 0,0005 cm? d’une solution au 1/2.000 d’acide P.A.B., soit 1 ¥. 

2° 0,0005 cm? d’une solution au 1/2.000 d’acide O.A.B., soit 1 y. 

8° 0,001 cm* d’une solution du mélange & parties: égales des deux 
solutions précédentes soit 1 + de P.A.B. + 1 + de O.A.B. 

Le papier a été soumis ensuite 4 la chromatographie pendant vingt- 
quatre heures, puis, aprés dessiccation A 1’étuve A 80°, soumis a la 
pulvérisation d’une solution alcoolique et légérement chlorhydrique 
du réactif d’Ehrlich. Le papier est maintenu ensuite quelques instants 
4 1’étuve. Les positions occupées par les substances apparaissent sous 
Vaspect de taches jaunes légérement oblongues. 

Nous avons déterminé le rapport des chemins parcourus par chacune 
des substances au chemin parcouru par le solvant. 

Ces rapports sont: 


Por sPaaeBi. be bees Al A he yet Wael Ste 0,50 
TEXT OEY NTE he PY Ee oh Roem ae Tene ae es 0,70 


Ces rapports restent constants, quelle que soit la durée de l’expé- 
rience, c’est-a-dire quel que soit le chemin parcouru par le solvant. 


(2) J. Tasone et C. Macts, Bull. Soe. Chim. biol., 1946, 28, 184. 

(3) E. Leperer et Tonen Pau Kium, Bioch. et Bioph, Acta, 1947, 1, 35. 

(4) Martin et Synez, Bioch. J., 1941, 35, 1358. — Conspen, Gorpon et 
Martin, Biochem. J., 1944, 38, 224. 
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Ceci pour un papier déterminé (Durieux sans cendres). Si l’on s’adresse 
\ d'autres papiers, les valeurs de ces rapports changent, celui de l’acide 
p.A.B. restant cependant nettement inférieur a celui de Vvacide O.A.B. 


ConcLusion. — La chromatographie sur papier telle qu'elle a été 
proposée par Martin et Synge convient bien a la séparation des deux 
isomeéres biologiques de l’acide amino-benzoique (ortho et para) quand 
on utilise comme solvant ]’alcool isoamylique saturé d’eau el comme 
support le papier Durieux sans cendres. Les expériences ont porté sur 
des quantités de substance égales & ly et 2+ (*). 

(Unstitut Pasteur.) 


POUVOIR ANTIGENIQUE 
DE LA COAGULASE STAPHYLOCOCCIQUE 


|. — ETUDE DU PLASMA DES LAPINS 
TRAITES AVEC CETTE SUBSTANCE 


par P. MERCIER, J. PILLET et R. PERY. 


Signalée pour la premitre fois par Delezenne (1) en 1898, la pro- 
priété que possedent les staphylocoques pathogénes de coaguler Je 
plasma oxalaté a fail, depuis, objet de nombreux travaux. En dépit 
de ceux-ci, l’importante question du pouvoir antigénique de la sub- 
stance responsable de cette coagulation reste trés controversée et c’est 
a étude de ce probléme que nous consacrons cette noite. 

Bien que Kemkés, dés 1928, ait annoncé que le sérum antistaphylo- 
coccique ne neutralisait pas Ja coagulase et que divers essais d’immu- 
nisation réalisés par Gross (3), Cruickshank (2), Walston (6), aient 
donné des résultats négatifs, certaines anomalies de la coagulation 
de différents plasmas aménent ces auteurs 4 faire des réserves sur !es 
conclusions i tirer de leurs expériences. C’est ainsi que Gross (4) en 
1933 constate que Jes sérums antistaphylococciques d’hommes et de 
Japins sont capables d’inhiber la coagulation jusqu’d des dilutions de 
1/3 et que, d’autre part, Cruickshank et Walston et, plus récemment, 
Lominski et Roberts (5) [1946] faisant état de différences sensibles 
existant entre la coagulation du plasma de divers sujets, atteints oa 
non de staphylococcie, tendent a expliquer ces différences par l’action 
d’une substance inhibitrice présente dans le sang de ces individus. 

C’est dans le but d’obtenir des précisions sur cette question que nots 


(*) Dans un mélange renfermant les trois isoméres, la tache correspondant 
au dérivé méta est située, dans tous les cas, trés nettement au-dessus de 
celles correspondant aux deux autres isomeéres. 

(1) C. Detezenne, Arch. Physiol. Norm. Pathol., 1898, 5, 508. 

(2) R. Crurcxsnanx, J. Path. Bact., 1937, 45, 295. 

(3) H. Gross, Zentralbl. Bakt., 1931, 422, 254. 

(4) H. Gross, Klin. Wochensch., 1933, 412, 304. 

(5) I. Lominsxr et G. B. S. Roserrs, J. Path, Bact.;' 1946, 58, 187: 

(6) H. D. Watson, J. Hyg., 1935, 35, 549. 
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avons recherché si la coagulase injectée par voie intra-veineuse a des 
Japins modifie la coagulabilité de leur plasma lorsque celui-ci est 
soumis ensuite a ]’action de la staphylocoagulase. 


MatTéRieL. — Plasma. — On recueille par ponction cardiaque 10 cm? 
de sang de chacun des lapins en expérience que 1’on oxalate a 0,2 p. 100 ; 
les sangs sont ensuite centrifugés et les plasmas recucillis séparément 
sont dilués au 1/5 avec de l’eau physiologique. 

Coagulase. — Les liquides coagulants sont obtenus par filtration sur 
bougie L, de culture de staphylocoque de quarante-huit heures. Nous 
avons teslté les variations de coagulabilité des plasmas & l’aide de deux 
coagulases différentes et avons choisi pour cela des souches de staphy- 
locoques de caracléres biologiques différents. Nous avons utilisé la 
souche 141, productrice de toxine @ et @ et non fibrinolytique et la 
souche 24 ne produisant que de la toxine g, mais fibrinolytique. 

Les essais d’immunisation ont été pratiqués avec une coagulase 141 
active au 1/100°. Les lapins témoins ont recu les mémes quantités 
d’un filtrat de quarante-huit heures d’une culture de staphylocoques 
coagulase négative souche n° 151. 


TECHNIQUES. — Nombre et intervalle des injections. — Les injections 
intra-veineuses de coagulase ont été poursuivies pendant quatre 
semaines A raison d’une injection quotidienne, pendant trois jours 
consécutifs, chaque semaine, aux doses suivantes : Premiére semaine, 
0,5, 1 et 1,5 cm*. Deuxiéme semaine, 1,5, 2, 2 cm*. Troisiéme et qua- 
triéme semaines, 2, 2, 2 cm. 

Les animaux furent saignés 4 la fin de la cinquiéme semaine et leur 
plasma fut oxalaté et dilué comme il a été dit plus haut. 

Recherche des variations de coagulabilité des plasmas. — Avant et 
apres la série d’injections, les expériences suivantes ont été réalisées : 
les deux coagulases 141 et 24 ont été réparties chacune dans une série 
de 10 tubes & dose croissante de 1 4 10 cm*. Les 9 premiers tubes 
furent complétés 4 10 cm* avec de l’eau physiologique. On obtient 
ainsi des dilutions croissantes de coagulase allant du filtrat pur au 
filtrat dilué au 1/10®. On répartit alors chacun des plasmas dilués au 


1/5° dans deux séries de 10 tubes 4 hémolyse a raison de 0,5 cm* par 


tube et Von ajoute 4 chacun d’eux 0,5 cm* d’une des dilutions de 
chaque coagulase. 

On suit alors la coagulation en effectuant 5 lectures au bout d’une 
demi, une, quatre, six el vingt-quatre heures. 


Réisurats. — Les résultats (Cf. tableau) peuvent se résumer ainsi : 
chez les lapins ayant regu une série d’injections de coagulase comme 
chez les lapins témoins qui furent traités par un filtrat inactif, on 
n’enregistre pas de modification sensible, qualitative ou quantitative, 
dans la coagulation de leur plasma. 

Le plasma du lapin n° 76-77 donne des résultats contradictoires, 
mais nous avons observé que ce plasma se conservait mal et présentait, 
méme maintenu a la glaciére, une tendance spontanée a la coagulation. 
Or, il se trouve que dans les deux séries ot: on constate une coagulation 
nulle ou irés partielle, il a été titré aprés trois jours de séjour a ta 
glaciére. 
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DILUTION COAGULASE 144 (C) 
FILTRAT NUMERO 
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(1) Pour chaque test, la ligne supérieure représente les résultats avant la série d'injec- 
tions el la ligne inférieure, ceux aprés l’essai d’immunisation. 


Cette anomalie peut s’expliquer par l’élimination de la majeure partie 
du fibrinogéne lors de la coagulation spontanée. 

Nous conclurons done de ces éxpériences que la coagulase ne semble 
pas se comporter comme un antigéne ou tout au moins que la méthode 
d’examen direct que nous avons employée ne permet pas de mettre 
en évidence la production d’anticorps inhibant la coagulation du 
plasma chez des animaux soumis d des injections répétées de coagulase 
staphylococcique. 


(Instilul. Pasteur. Annexe de Garches.) 


POUVOIR ANTIGENIQUE 
DE LA COAGULASE STAPHYLOCOCCIQUE 


ll, — ETUDE DU SERUM DES LAPINS 
TRAITES AVEC CETTE SUBSTANCE 


par J. PILLET, P. MERCIER et R. PERY, 
Nous avons rapporlé dans une note précédente qu’en observant direc- 


ltement la coagulation du plasma d’animaux ayant recu des injections 
de staphylocoagulase, il nous avait été impossible de démontrer la 
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production dans ces plastnas d’anticorps susceptibles d'inhiber ou de 
retarder la coagulation. Un travail récent de Lominski et Roberts (1) of 
ces auteurs montrent qu’ils ont pu mettre en évidence, sur un grand 
nombre de sérums humains d’origine variée, une substance inhibant la 
coagulation nous a incités a tester A nouveau le pouvoir antigénique de 
la coagulase sur les lapins, en utilisant cette fois le sérum des ani- 
maux au lieu de leur plasma. Lominski et Roberts, en effet, s’appuyant 
sur les anomalies de la coagulation de certains plasmas rapportés par 
différents auteurs (2) et sur le fait que certains plasmas ne coagulent 
bien que si on les emploie dilués, pensent que ces phénoménes sont dus 
4 l’existence dans le sang d’une substance inhibitrice. Ils parviennent & 
en démontrer l’existence en utilisant une méthode indirecte, basée sur 
Vinhibition sur les sérums de l’action de la staphylocoagulase sur 
un systéme coagulant standard. 

Cette substance existe & des taux variables dans 212 des 348 s¢érums 
qu’ils ont examinés. Elle précipite avec la fraction globulinique du 
sérum, semble agir spécifiquement sur la staphylocoagulase et se com- 
bine avec celle-ci d’une maniére graduelle et limitée. 

Ces propriétés rappelant celles des anticorps, il nous a paru inté- 
ressant, aprés avoir mis en évidence cette substance dans le sérum de 
lapin, de rechercher si l’injection intraveineuse de coagulase per- 
mettait d’augmenter son taux dans le sang. 

Si cela était, on pourrait. conclure, d’une part, que la staphylo- 
coagulase est douée de pouvoir antigénique et d’autre part gue la 
substance mise en évidence par Lominski et Roberts représente ]’anti- 
corps correspondant. 


Marérie,. — Plasma. — Le sang de plusieurs lapins oblenu par 
ponction cardiaque est oxalaté 4 0,2 p. 100 et centrifugé, on prélave le 
plasma que J’on dilue au 1/3 avec de l’eau physiologique. 

Sérums. — Chaque lapin est saigné 4 loreille et aprés rétraction du 
caillot, les sérums recueillis séparément sont chauffés 4 56° pendant 
trente minutes pour y détruire la thrombine résiduelle, puis dilués 
dans des proportions que nous indiquerons plus loin. 


CoacuLase. — La coagulase employée pour le test est le produit de 
la filration d’une culture de quarante-huit heures de la souche 24. 


Tecunioue. NoMBre Er INTERVALLE prs INsEcTIONS. — Le protocole 
‘expérimental est identique 4 celui décrit dans la note précédente. 


Mise EN EVIDENCE DE LA SUBSTANCE INHIBITRICE. — Avant et aprés la 
série d’injections de coagulase, nous avons recherché la substance inhi- 
bitrice selon la technique de Lominski. 

Chaque sérum a subi 10 dilutions successives, la concentration en 
sérum de chaque dilution différant de 100 p. 100 avec celle de la pré- 
cédente. On obtient une série de dilutions allant du sérum pur au 
sérum de 1/512. 

Chaque dilution de sérum est répartie sous le volume de 0,5 cm® 

(1) I. Lominsxr et G. B. S. Roperts, J. Path. Bact., 1946, 58, 187, 

(2) Voir références 2, 3, 4, 6 de Ja note précédente, 
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dans 10 tubes 4 hémolyse, auxquels on ajoute 0,2 cm* de coagulase 24. 
Ces mélanges sont mis en incubation a 37° pendant deux heures, 
aprés quoi on ajoute a chacun d’eux 0,3 cm* de plasma au 1/3. On 
porte & nouveau & l’étuve et on suit la coagulation en faisant des lec- 
tures au bout de deux, trois, cing et vingt-quatre heures. 

Les résultats enregistrés dans le tableau sont ceux obtenus apres 
cing heures d’étuve. Au moment, une série témoin sans sérum présen 
tait une coagulation compléte + ++ ' 

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avant et aprés les 
injections, nous nous sommes servis, lors des deux séries de tests, de 
mélanges de plasmas qui, sous l’action d’une méme coagulase, coagu- 
laient en des temps et d des dilutions semblables. 
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@injections et la ligne inférieure, ceux aprés l'essai d’immunisation. 
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I] apparait tout d’abord que le fait de laisser en contact a l’étuve 
le sérum de lapins présumés neufs et la coagulase fait perdre a celle- 
ci une partie de son activité. Ces résultats ont été confirmés par l’exa- 
men des sérums de 11 autres lapins neufs ot la méme inhibition a 
été constatée jusqu’a des dilutions allant de 1/16 au 1/64 suivant les cas. 

Ces résultats confirment donc, en les étendant & l’animal, les résul- 
tats obtenus par Lominski et Roberts. 

Tl est A noter qu’avec la plupart des sérums, on observe une coa- 
gulation précoce dans les deux premiers tubes de chaque série. Ce 
phénoméne est difficile 4 interpréter, mais peut s’expliquer pour une 
part, par l’augmentation de viscosité occasionnée par l’addition de 
sérum pur, ou dilué seulement deux fois. 
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F La seconde constatation qui se dégage de ces expériences est que 
Vinjection intraveineuse de coagulase ne semble pas modifier le taux 
de la substance inhibilrice. 
Ceci nous améne a énoncer les conclusions suivantes ; 
Testée par cette méthode, la coagulase ne parait pas doudée de pou- 
voir antigénique. 
Si la substance inhibitrice contenue dans les sérums est un anticorps, 
-V’antigéne correspondant ne semble pas étre la staphylocoagulase. 


Unstitut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de l'Institut Pasteur. 


Etude quantitative du bactériophage de la mer, par A. Guenin. 


Etude des propriétés bactériostatiques de ia clitocybine, par 
C. Rivibre, Louis et Léone Saromon, M. Tuety et G. Gaurron. 


Emploi des lysats bactériophagiques obtenus en milieu nutri- 
tif pauvre pour la préparation des sérums antiphages, par 
P. Nicotte et P. Ducrest. 


La 2-méthyl-4-amino-5-amino-méthyl-pyrimidine, facteur de 
croissance pour les formes S et R d’une souche de bacilles 
paratuberculeux, par A. Lutz. 


Action de l’acide p-aminobenzoylglutamique et des oxyméthyl- 
ptérines sur Lactobacillus casei, par MM. Viscontinr, RK. Gavarn 
et M¥ue J. Mitver 


Séance du 8 janvier 1948. 


Présidence de M. Macrou. 


COMMUNICATIONS 


A PROPOS DU TRAITEMENT ANTIRABIQUE 
APRES MORSURE DE LOUP 


par P. REMLINGER et J. BATLLY. 


L’intéressant travail de M. Ghodssi (1): « Sur dix années de trai- 
tement antirabique en Iran » appelle de notre part quelques remarques 


(1) M. Guonssr, Ces Annales, 1947, 73, 900. 
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car nous ne voudrions pas que la forle mortalilé signalée par lui fit 
attribuée & la méthode pasteurienne ou au vaccin phéniqué que lun 
de nous préconise dans le Traité de Médecine en cours de publication. 
Cette communication s’est croisée avec une autre faite par nous a la 
séance du 28 octobre de ]’Académie nationale de Médecine: « La rage 
du loup, critérium de lefficacité de la vaccination pasteurienne ». Ce 
travail paraitra plus développé dans les Archives de 1'Institut Pasteur 
d’Algérie. La mortalité signalée par M. Ghodssi est trés élevée. Trente- 
huit décés observés en dix ans n'ont pas été enregistrés parce que 
s’étant produits au cours du traitement ou quelques jours aprés lui, 
Les autres cas de mort, c’est-d-dire les insuccés vrais, étaient dus a 
des morsures de loups: « 36 décés parmi 147 blessures, sauf 2 cas 
dont Vun était df aux morsures d’un chien et l’autre d’un chacal » 
[mortalité pour les morsures de loup: 34 décés sur 145 morsures 
(23,44 p. 100); mortalité globale: 386 décts sur 2.135 morsures 
(1,68 p. 100)]. Ces chiffres sont trés supérieurs & ceux qui, dans des 
conditions analogues, sont observés en Turquie, en Roumanie, en You- 
goslavie ot! les morsures de loup sont fréquentes. Nous n’insisterons 
pas. Certainement, en cas de morsure de loup, le traitement doit étre 
prolongé et au deld de vingt jours — nous le prolongions pendant 
trente jours A Constantinople — mais l’intensité de la cure dés le début 
importe plus encore que la prolongation. Si on emploie le vaccin 
phéniqué — et celui-ci n’est nullement contre-indiqué — la dose de 
6 cm*® peut, sans inconvénient, étre doublée et répétée deux, trois, 
sinon quatre fois par jour. Que risque-t-on puisqu’il s’agit d’un vaccin 
mort? Le dilemme: « Traitement intensif et paralysie, traitement 
bénin et insuccés » n’a-l-il pas fait long feu? Le plus souvent, ce sont 
les traitements bénins ect les traitements dits: de complaisance qui 
déterminent les accidents paralytiques. Nous avons méme émis l’hypo- 
thése que dans Jes morsures de loups les plus graves, le traitement 
dit supra-intensif de Ferran pourrait étre appliqué. La communication 
de M. Ghodssi pose avec raison la trés importante question de la rage 
du loup. Au moment ot: la vaccination pasteurienne est trdés attaquée 
par l’Ecole américaine, cette rage du loup constitue, A notre avis, un 
véritable critérium de son cfficacité. Tl est & désirer qu’elle soit mise 
4 lVordre du jour de Ja future Conférence internationale de la Rage et 
nous demanderons a en é¢tre le rapporteur. 

Est-il conforme A la modestie d’ajouter que c’est 1’Tnstitut Pasteur 
de Tanger qui a démontré Je premier que la virulence cérébrale dépas- 
saif souvent le taux de 1/100.000 [au lieu de 1/10.000 (Hégyes)], que 
les moelles desséchées dans les flacons Pasteur perdaient leur virulence 
dés Je quatriéme jour fau lieu du sixiéme (méthode pasteurienne clas 
sique)], les moelles desséchées glycérinées le dixidme au lieu du tren- 
tiéme (Calmette) et que Vaccident syncopal, comme l’appelle M. Ghodssi, 
le choc phéniqué, comme on l’appelle Je plus souvent, n’était qu’un 
choc lapinique pouvant é@tre supprimé compldtement par Ja substi- 
tution au lapin du mouton (Institut Pasteur de Changhai) on du 
chien (Institut Pasteur de Tanger). 


(Institut Pasteur de Tanger.) 
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DETERMINATION PAR ULTRAFILTRATION 
DE LA TAILLE DU VIRUS 
DE LA LEUCOPENIE INFECTIEUSE DES CHATS 


par P. LEPINE et V, PAVILANIS. 


Le virus de la leucopénie infeclicuse des chats, dont la présence en 
France a élé reconnue par P. Lépine et V. Sautter (1) et dont les pre- 
miéres souches ont été isolées 4 Lyon par Brion et Bertrand (2) et a 
Paris par V. Pavilanis (3), n’a guére été étudié jusqu’ici que du point 
de vue épidémiologique, et ses constantes physiques nous sont encore 
inconnues. C’est pourquoi il était intéressant de chercher A déterminer 
sa taille par ultrafiltration sur membranes de porosité graduée. 

Cing expériences ont été réalisées dans ce but, trois avec le virus 
lyonnais, deux avec le virus parisien, les résultats obtenus avec les 
deux virus étant du resie parfaitement concordants. 

La source du virus a été, dans tous les cas, représentée par le foie 
d’animaux sacrifiés avec des sympt6émes typiques 4 la période agonique 
d’une leucémie aigué. 

L’organe prélevé, dont la stérilité a été par ailleurs contrélée, a été 
broyé au mortier, mis en suspension dans du bouillon ordinaire au 
taux de 1/40 puis filtré sur papier-sable et sur membrane dégrossis- 
sante (porosité 1.000 my), avant d’étre passé parallélement sur les 
membranes calibrées, montées sur ]’appareil de F. Dunoyer. 

Le filtrat recueilli aprés ultrafiltration a été inoculé par voie sous- 
cutanée 4 la dose de 7 4A 10 cm®, a des chats neufs dont la formule 
sanguine a été examinée quotidiennement pendant la durée de 1’expé- 
rience. Lorsque Je filtrat renfermait du virus on voyait survenir a 
partir du quatri¢me ou cinquiéme jour, la leucopénie caractéristique 
allant parfois jusqu’A la disparition quasi totale des leucocytes et entrai- 
nant généralement la mort de l’animal entre le septiéme et le 
treizitme jour. Les animaux ayant succombé ou sacrifiés étaient 
autopsiés soigneusement ; la constatation des inclusions typiques de 
la maladie dans la rate, la moelle osseuse et la paroi intestinale a, dans 
tous les cas, confirmé le diagnostic. 

Un total de 40 chats a été ainsi inoculé dans les 5 expériences. Malgré 
le soin apporlé 4 nous procurer de trés jeunes animaux neufs, quatre 
d’entre eux n’ont pas réagi & l’inoculation des filtrats sur papier- 
sable ou sur membrane dégrossissante qui auraient dfi se montrer A 
coup sar infectieux, faisant ainsi preuve d’une immunité naturelle 
vraisemblablement provoquée par unc infection latente. C’est la raison 


(1) P. Litpinr, Leucopénie infectieuse des chats, in Trailé des ullravirus 
des maladies animales, Maloine, 1943, p. 915. 

(2) A. Brion et M. Bertranp, Bull. Acad. vétér. France, 1946, 49, 22. 

(3) V. Pavitants, Ces Annales, 1947, 73, 1046. 
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pour laquelle nous avons tenu A répéler les expériences afin d’éviter 
toute erreur dans la détermination du point terminal de filtration. 

Si l'on analyse l’ensemble des résultats obtenus, nous constatons 
que le virus a franchi toutes les membranes ayant un diamétre de pores 
échelonné entre 710 et 130 mu; par contre, la membrane de 110 my, 
(2 essais) ‘et celle de 93 my (4 essais) et, & plus forte raison, toutes les 
membranes ayant des pores d’un diamétre inférieur ont constamment 
retenu le virus dans les cing expériences consécutives. En appliquant 
le facteur de correction d’Elford et Ferry au diamétre de la membrane 
de 180 mp représentant le point terminal de filtration, on peut ainsi 
allribuer au virus un diamétre particulaire d’environ 80 & 100 mu. 


Conctusion, — Le diamétre du virus de la leucopénie infectieuse des 
chats, apprécié par ultrafiltration sur membrane graduée d’émulsions 
virulentes de foie d’animaux ayant succombé a une maladie typique, 
est de 80 4 100 mu. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) Se 


COMMUNIQUE 


Le British Council nous prie d’annoncer qu’un Cours complémentaire 
de Médecine tropicale aura lieu & I’Ecole de Médecine Tropicale de 
Liverpool, du 2 au 23 juillet 1948. 

Ce cours s’adresse en principe, mais non exclusivement, aux médecins 
ayant déji un dipléme de médecine tropicale, et & ceux qui désirent 
se mettre au courant des problémes modernes de la pathologie coloniale. 

kn outre des cours, des visites et des excursions sont organisées, qui 
donneront |’occasion aux auditeurs de faire connaissance avec la Grande- 
Bretagne d’aujourd’hui. 

Un certain nombre de places ont été réservées aux auditeurs francais, 
desquels il sera percu seulement un droit d’inscription réduit de 3 livres 
sterling par semaine, ce prix comprenant les cours, Je logement & V’Uni- 
versité ct la participation aux visiles et excursions. 

S’adresser pour renseignements et inscriptions avant le Y mai vd 
M. Je Délégué scientifique du British Council, 28, avenue des Champs- 
Flysées, Paris (8°). 


Le Gérant : G. MASSON. 
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